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POVZETEK 
Sladkorna bolezen tipa 1 je multifaktorska avtoimunska bolezen, za katero zbolijo predvsem 
otroci in mladostniki. V magistrski nalogi smo se osredotočili na povezavo vpliva okolja 
(navezanost na starša) ter genetske predispozicije (variabilnosti gena za monoamin oksidazo A, 
in gena, ki kodira serotoninski transporter). Ideja izhaja iz beta-celične ˝stresne˝ hipoteze, po 
kateri stresni in travmatični dogodki v življenju posameznika vplivajo na razvoj sladkorne 
bolezni tipa 1. Negotova ali dezorganizirana oblika navezanosti neugodno vpliva na soočanje s 
stresom pri posamezniku, genotipa s 3.5/3.5 ponovitvami variabilnega števila tandemskih 
ponovitev v promotorju gena za monoamin oksidazo A in S/S polimorfizem v genu za 
serotoninski transporter pa sta povezana z nižjo ekspresijo teh dveh genov in skupaj z vplivom 
navezanosti potencialno vplivata na razvoj psihopatologij. 
Namen naloge je bil preveriti, ali je variabilnost genov za monoamin oksidazo A in serotoninski 
transporter skupaj z dezorganizirano ali negotovo navezanostjo na starša povezana z razvojem 
sladkorne bolezni tipa 1.  
Biološki vzorci, demografski podatki ter podatki o navezanosti na starša preiskovancev so bili 
zbrani v okviru raziskovalnega programa Pediatrične klinike Ljubljana. Iz brisov bukalne 
sluznice smo izolirali DNA zdravih kontrolnih preiskovancev, medtem ko je bila DNA bolnikov 
s sladkorno boleznijo izolirana iz polne krvi ob njihovih kontrolnih pregledih. Nato smo z 
metodami verižne reakcije s polimerazo, agarozno gelsko elektroforezo, Sangerjevim 
sekvenciranjem in dodatnim preverjanjem z metodo kapilarne elektroforeze na čipu  
preiskovancem določili prisotnost izbranih genetskih sprememb. S statistično analizo smo 
ugotovili, da med skupinama otrok in mladostnikov s sladkorno boleznijo tipa 1 in zdravih 
kontrolnih preiskovancev ni značilne razlike v pogostosti določene oblike navezanosti na starša 
ter v prisotnosti posameznih analiziranih genotipov.  
Raziskava je kljub negativnim ugotovitvam pomembna za nadaljne študije iskanja vzrokov za 
nastanek sladkorne bolezni tipa 1, ki se bodo morale osredotočiti na večje število genov, ki so 
udeleženi pri razvoju psihopatalogij ter odzivu na stres, s poudarkom na epigenetskih 
spremembah, in na druge okoljske dejavnike, s poudarkom na raziskovanju vpliva stresnih in 
travmatičnih dogodkov. 
II 
 
Ključne besede: sladkorna bolezen tipa 1, navezanost na starša, gen za monoamin oksidazo A, 
polimorfizem v genu za serotoninski transporter, psihopatologija 
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ABSTRACT 
Diabetes type 1 is multifactorial autoimmune disease that mostly affects children and 
adolescents. The focus of this master thesis is to understand and explore the connection between 
environmental (attachment to parents) and genetic predisposition (variability of gene encoding 
for monoamine oxidase A and gene encoding for serotonin transporter). The idea stems from 
beta-cell stress hypothesis proposing that stressful and traumatic events affect onset of type 1 
diabetes. Insecure or disorganized type of attachment to parents is particularly unfavourable to 
stress management of an individual. Genotypes with 3.5/3.5 repeats of variable number of 
tandem repeats in gene encoding for monoamine oxidase A promoter and S/S of polymorphism 
in gene encoding for serotonin transporter are linked to lower expressions of these genes and 
combined with an unfavourable type of attachment style potentially influence psychopathology 
development. 
The purpose of master thesis was to evaluate the variability of genes, encoding for monoamine 
oxidase A and serotonin transporter and insecure or disorganized attachment style, and their 
simultaneous contribution to the development of diabetes type 1. 
The samples and demographic data of participants in the study, together with data on their 
attachment styles were collected through the research program of University Children’s hospital 
in Ljubljana. We isolated DNA from buccal swabs of healthy controls while the DNA samples 
of participants with type 1 diabetes were previously isolated during their regular check-ups with 
diabetologist. We used polymerase chain reaction, agarose gel electrophoresis, Sanger 
sequencing and additional method of capillary electrophoresis on-a-chip to determine the type 
of genetic variants in individual sample. We carried out statistical analysis and concluded that 
there are no significant differences between the children with type 1 diabetes and healthy 
controls regarding a certain style of attachment to parents and analized genotypes.  
Even though we did not confirm the hypothesis, the results are relevant for future studies on the 
etiology of the diabetes type 1. Future studies should include larger number of genes involved 
in psychopatology development and stress response with emphasis on epigenetic modifications 
and additional environmental causes with emphasis on influence of stressful and traumatic 
events. 
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Keywords: diabetes type 1, attachment to parents, monoamine oxidase A gene, polymorphism 
of serotonine transporter gene, psychopatology  
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1. UVOD 
 
1.1 Sladkorna bolezen  
 
Sladkorna bolezen tipa 1 (SBT1) je kronična avtoimunska bolezen, usmerjena v trebušno 
slinavko. T celice in specifična protitelesa uničijo beta celice Langerhansovih otočkov trebušne 
slinavke, ki prenehajo proizvajati hormon inzulin in posledično je glukoza v krvi konstatno 
zvišana. Inzulin je najpomembnejši hormon pri metabolizmu glukoze, saj z vezavo na inzulinski 
receptor pospeši privzem glukoze v celice (1, 2). 
Za to bolezen je značilno stanje insulitisa, kjer veliko število celic T CD4 in makrofagov 
infiltrira v Langerhansove otočke, po aktivaciji makrofagov pa se razvije pozna preobčutljivost. 
Domnevajo, da citokini (IFN-, TNF-α in IL-1) ki se sprostijo pri vnetju, in litični encimi iz 
aktiviranih makrofagov povzročijo razkroj beta celic (2). 
Vzroki, zaradi katerih pride do razvoja avtoimunosti in posledično SBT1, še niso znani, vemo 
pa, da na nastanek vpliva več različnih dejavnikov – gre za multifaktorsko bolezen. Največkrat 
se SBT1 razvije v zgodnjem otroštvu in mladostništvu do 30. leta starosti (3).  
Po podatkih Svetovne zdravstvene organizacije je bilo leta 2014 na svetu 422 milijonov ljudi s 
sladkorno boleznijo (4), po podatkih Mednarodnega združenja za sladkorno bolezen iz leta 2019 
pa je bilo število obolelih (starih od 20 do 79 let) po svetu 463 milijonov (5). Število obolelih 
vsako leto narašča, sicer pa ima SBT1 5 do 10 % populacije vseh sladkornih bolnikov na svetu, 
večina ostalih bolnikov ima sladkorno bolezen tipa 2 (ki je najpogostejša oblika sladkorne 
bolezni) in gestacijsko sladkorno bolezen (6).  
Leta 2016 je po ocenah zaradi posledic sladkorne bolezni in poznih zapletov te bolezni, ki so 
posledica povišane ravni glukoze v krvi, po svetu umrlo 4 milijone ljudi. V Sloveniji je 
incidenca sladkorne bolezni podobna kot v drugih evropskih državah in se zvišuje za skoraj 5% 
letno (5). 
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1.1.1 Etiologija SBT1 
 
Dejavnike za razvoj SBT1 delimo na genetske, okoljske in imunološke. Pri ljudeh z genetsko 
predispozicijo lahko pride do avtoimunskega odziva, ki je posledica okoljskih faktorjev. Razvoj 
bolezni je lahko zelo počasen in napreduje nekaj mesecev ali celo let. Bolniki v tem obdobju še 
nimajo kliničnih znakov bolezni in imajo normalne vrednosti glukoze v krvi, jim pa že lahko 
določimo za SBT1 značilna avtoprotitelesa: protitelesa proti celicam Langerhansovih otočkov 
(ICA), protitelesa proti inzulinu (IAA) protitelesa proti glutamat-dekarboksilaza in protitelesa 
proti protein-tirozin fosfatazi (IA2) (7). Popoln razvoj bolezni z izraženimi simptomi 
(polidipsija, poliurija, hujšanje, motnje zavesti) se pojavi šele, ko je uničena velika večina beta 
celic Langerhansovih otočkov trebušne slinavke (6). 
 
1.1.2 Genetski dejavniki 
 
Limfociti T so vključeni v uničenje beta celic trebušne slinavke, ki sicer proizvajajo inzulin. 
SBT1 se razvije pri posameznikih z genetsko predispozicijo. Regija HLA oz. geni 
histokompatibilnostnih kompleksov (HLA) v človeškem genomu, ki se nahajajo na kromosomu 
6, so zelo tesno povezani z razvojem te (in drugih) avtoimunske bolezni, še posebej so v razvoj 
SBT1 vpleteni geni HLA razreda II. Geni HLA razredov I, II in III izražajo človeške 
histokompatibilnostne komplekse (PHK molekule), ki sodelujejo pri predstavitvi antigenov 
limfocitom T z vezavo na njihove T-celične receptorje (TCR) (8, 9). 
V splošni populaciji so spremembe v genih HLA-DR1 in HLA-DQ1 tesno povezane z večjo 
dovzetnostjo za razvoj bolezni, najmočnejšo zaščitno vlogo pred pojavom SBT1 pa so ugotovili 
pri haplotipu DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602, ki je sicer v zdravi populaciji precej 
razširjen (pri 20 % oseb), pri bolnikih s SBT1 pa je prisoten le pri 1% oseb (8, 10, 11, 12).  
V belski populaciji so najbolj rizični haplotipi za razvoj SBT1 DRB1*04-DQA1*0301- 
DQB1*0302, DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*0201 in DRB1*04-DQA1*0301-DQB1*04, 
prisotnost haplotipa DRB1*15-DQB1*0602 pa ima zaščitno vlogo pri razvoju bolezni. V 
slovenski populaciji bolnikov s SBT1 se pogostost omenjenih haplotipov HLA-DR-DQ ni 
razlikovala od tistih v drugih belskih populacijah (13, 14).  
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Odkrili so da ima otrok 2-5 % možnost, da se razvije SBT1, če je en od staršev diabetik. Če 
imata bolezen oba starša, je verjetnost, da zboli tudi otrok 30 % (15). Seveda pa je v popoln 
razvoj avtoimunosti vpletenih tudi več okoljskih dejavnikov (12). Vsi še niso raziskani, v 
nadaljevanju bomo opisali tiste, ki so v študijah največkrat omenjeni. 
 
1.1.3 Okoljski dejavniki 
 
Raziskovanje vpliva okoljskih dejavnikov na razvoj SBT1 je čedalje bolj pomembno, saj 
svetovna incidenca SBT1 glede na epidemiološke študije v zadnjih letih narašča (16). 
Najbolj raziskani okoljski dejavniki za razvoj SBT1 se delijo na: 
a) prenatalne rizične dejavnike: kongenitalne rdečke, carski rez ob porodu, visoka telesna teža 
novorojenčka, višja starost matere,  
b) rizične dejavnike po rojstvu otroka: enterovirusne infekcije, abnormalna črevesna flora, 
prehitra izpostavljenost žitom, jajcem in kravjem mleku, 
c) dejavnike, ki pospešijo razvoj SBT1: ponavljajoče entervirusne infekcije, prekomerna teža, 
hitra telesna rast, toksini v prehrani – nitrati in nitrozamini v prehrani, inzulinska rezistenca, 
psihološki stres oz. beta-celični stres - faktorji kot so hitra rast, debelost, travme in infekcije 
naj bi povečali nagnjenost k razvoju avtoimunosti in tudi SBT1. Psihološki stres vpliva na 
inzulinsko rezistenco, saj so beta celice bolj obremenjene (kortizol negativno vpliva na 
občutljivost celic na inzulin oz. poveča rezistenco nanj), hkrati pa naj bi tudi neposredno vplival 
na imunski odziv (17, 18). 
 
Dolgo je veljalo, da naj bi ti dejavniki vplivali na patogenezo SBT1 pri genetsko podvrženih 
posameznikih. Glede na modernejšo hipotezo pa domnevajo, da izpostavljanje različnim 
tveganim okoljskim dejavnikom tekom življenja posameznika vpliva na izražanje genetsko  
določene imunske deregulacije. Znano je, da raznolike okužbe v času prvega leta življenja 
vplivajo na manjšo incidenco razvoja SBT1, medtem ko je tveganje za razvoj bolezni večje, če 
pride do perinatalnih infekcij. Sklepamo lahko, da okoljski faktorji vplivajo na razvoj in 
delovanje imunskega sistema, učinek pa je odvisen od časovnega obdobja in števila 
izpostavljenosti tveganim okoljskim dejavnikom (6, 12). 
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1.1.4  Psihosocialni stres v družini v zgodnjem otroštvu in vpliv na razvoj SBT1 
 
Dokazano je, da obstaja povezava med beta-celično avtoimunostjo pri otrocih v zgodnjem 
otroštvu in starši, ki doživljajo hujši stres ob vzgoji otroka, če v družini pride do travmatičnih 
dogodkov in kjer je družina socialno ogrožena (15). 
Znana je beta-celična ˝stresna˝ hipoteza, ki vključuje dejavnike kot so hitra rast, prevelika 
telesna teža, puberteta, premalo fizične aktivnosti, travme in infekcije – ti naj bi prispevali k 
razvoju SBT1. Stres naj bi bil vpleten v nastanek SBT1 preko večih mehanizmov: vpliva na 
hipotalamo-hipofizno-adrenalno (HPA) os, vpliva živčnega sistema na celice imunskega odziva 
in vpliva na inzulinsko rezistenco. Stres modificira delovanje HPA osi in posledično vpliva na 
hormonsko ravnovesje glukokortikoidov, kar spremeni posameznikov odziv na stres iz okolja 
(19). 
Stres tudi na imunski sistem vpliva preko večih mehanizmov. Med drugim celice prirojenega in 
pridobljenega imunskega sistema na svoji površini izrazijo adrenergične receptorje, na katere se 
vežejo molekule, ki jih sprostijo vlakna simpatičnega živčnega sistema  in hormoni, ki jih 
sprošča žleza nadledvičnica (20, 21). Pod specifičnimi pogoji se zaradi akutnega ali kroničnega 
stresa imunski sistem prekomerno stimulira in se odzove tako, da pride do aktivacije vnetnih 
procesov (22).  
 
Psihosocialni stres tako igra pomembno vlogo pri pojavu inzulinske rezistence, ki posledično 
vpliva na beta celice Langerhansovih otočkov trebušne slinavke, saj je potreba po proizvodnj i 
hormona inzulina povečana. Prav tako stres preko povišane koncentracije kortizola neposredno 
vpliva na imunski odziv (18, 23). 
Poleg omenjenih teorij je v študijah opisana tudi teorija o procesih, ki pospešijo izgubo beta 
celic zaradi avtoimunosti in posledične apoptoze. Shiloah in sodelavci (24) so raziskovali 
povezavo med psihološkim stresom in nivojem glukoze v krvi, da bi določili vpliv akutnega 
psihološkega stresa na občutljivost na inzulin ter na funkcijo beta celic Langerhansovih otočkov 
pri zdravih preiskovancih. Rezultati so pokazali, da je nivo psihološkega stresa obratno 
sorazmeren s funkcijo beta celic in povprečno občutljivostjo na inzulin. Preiskovanci, ki so bili 
bolj podvženi psihološkemu stresu (glede na rezultate izvedenih intervjujev), so imeli 
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signifikantno povišan nivo glukoze in hkrati višji nivo hormona inzulina v krvi. Glede na to in 
številne druge študije lahko trdimo, da povezava med psihološkim stresom in funkcijo beta celic 
obstaja, a natančnega mehanizma, ki vodi do avtoimunskega odziva in uničenja beta celic, še ne 
poznamo (24).  
1.2 Navezanost na starša  
 
Navezanost je vedenjski in fiziološki sistem, ki je lociran v desni možganski hemisferi in njenih 
kortikalnih in subkortikalnih povezavah ter se prilagaja trenutnemu mikrookolju posameznika. 
Gre za vrsto čustvene vezi med otrokom in skrbnikom, ki tekom življenja otrok vpliva na razvoj 
možganov in na to, kako otroci, mladostniki in kasneje odrasli gradijo odnose. Znano je, da je 
stik z okoljem ključnega pomena za razvoj otrokovega centralnega živčevja - še posebej 
interakcija s skrbnikom, najpogosteje z mamo (25). 
Poleg vpliva genetskih dejavnikov tudi okolje v zgodnjih obdobjih razvoja otroka pomembno 
vpliva na stopnjo aktivacije HPA osi ter posledično na posameznikov odziv na stres (26, 27).  
Oblika navezanosti na starša torej vpliva na posameznikov odziv na stres, zato imajo negotovo 
navezani dereguliran avtonomni živčni sistem in pretirano aktivnost HPA osi. Posledica tega je 
večje izločanje hormonov, ki sodelujejo pri odzivu na stres – posebej kortizola, kar lahko vpliva 
na razvoj inzulinske rezistence in hiperlipidemije (27).  
Eden od dejavnikov psihološkega stresa, ki vplivajo na razvoj SBT1 pri posameznikih, bi lahko 
bil torej vpliv oblike navezanosti. Predpostavljamo namreč, da so posamezniki, ki so negotovo 
navezani na starša, še posebej dezorganizirano negotovo navezani posamezniki, bolj 
izpostavljeni negativnim učinkom stresa, saj na stresorje odreagirajo bolj intenzivno kot tisti, ki 
so varno navezani na starša. Prej smo tudi že omenili, da psihološki stres vodi do uničenja beta 
celic trebušne slinavke (24, 28). 
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1.2.1 Oblike navezanosti na starša 
 
Otrok prek najzgodnejših medosebnih interakcij s staršema, še posebej z materjo , razvija 
notranjo predstavo o samem sebi in drugih ter o odnosih z najpomembnejšimi ljudmi v 
njegovem življenju. S tem razvije vzorec oz. obliko navezanosti, ki je vse življenje relativno 
nespremenjena in vpliva to, kako bo posameznik oblikoval odnose v življenju (29).  
Navezanost na eno primarno osebo (večinoma mamo) in enega ali več sekundarnih skrbnikov 
(običajno oče in/ali stari starši) se oblikuje med 7. mesecem in 2. letom starosti, saj takrat otrok 
že razume koncept matere - da je to oseba, na katero se lahko zanese in mu predstavlja varnost. 
Navezanost se oblikuje tudi kasneje tekom otroštva, pri čemer ima družinska dinamika 
pomembno vlogo (30, 31).  
Psihologi so naredili poizkus z opazovanjem odziva otrok ob igri, medtem ko je bila mama 
najprej prisotna, je vmes odšla in se vrnila. Identificirali so štiri oblike navezanosti (32): 
1. Varna oblika navezanosti: otrok izkaže potrebo po mami, ko je ta odsotna in je vesel, ko 
pride nazaj ter poišče zavetje pri njej, nato pa se vrne k igri. Njegovo vedenje kaže na to, da 
je bila mama v prvem letu življenja do otroka nežna in skrbna ter se je aktivno odzivala na 
njegove potrebe. 
2. Izogibajoča/odklonilna oblika navezanosti: otrok se osredotoči na igranje in se ne joče ob 
ločitvi z mamo ter se je izogiba ali jo ignorira, ko se vrne. Ko ga mama želi objeti, se obrača 
in nagiba stran. Otrokovo vedenje kaže na to, da mama v prvem letu otroka ni imela dovolj 
posluha za otrokove čustvene stiske in mu ni nudila potrebne bližine. 
3. Preokupirana oblika navezanosti: otrok je preokupiran z mamo, je nanjo jezen ali pa jo 
ignorira, jo išče in se ji hkrati upira in se po vrnitvi mame ne zna pomiriti in vrniti k igri. 
Otrokovo vedenje kaže, da je bila mama v prvem letu otroka nevešča pri skrbi in 
nepredviljiva a ga ni zavračala.  
4. Dezorganizirana oblika navezanosti: otrok izkaže dezorganiziran način vedenja, ko je starš 
prisoten – obstane, stisne roke v zrak in pade. Njegovo vedenje kaže, da sta starša teh otrok 
najverjetneje nad otrokom izvajala (vsaj) eno od oblik nasilja (psihično ali fizično) ali pa 
sama ob stiskah reagirala na način, ki je otroka prestrašil (na primer se sama hudo 
prestrašila...). 
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1.2.2 Vpliv oblike navezanosti na odziv na stres 
 
Odziv na stres pri posameznikih je odvisen od dojemanja stresorja, reaktivnosti ter spopadanja 
z njim. Pri odzivu lahko opazujemo individualne razlike v fiziologiji, kognitivnih funkcijah, 
subjektivni izkušnji in vedenju (33). 
V okviru fiziologije lahko odziv delimo na kardiovaskularni odziv (povišan krvni tlak in srčni 
utrip) in metabolni odziv, kjer se iz skorje nadledvične žleze izloča glukokortikoidni hormon 
kortizol, ki je produkt HPA osi. Daljše obdobje zvišanega izločanja kortizola lahko vodi do 
inzulinske rezistence in hiperlipidemije. Varna oblika navezanosti vpliva na večjo trdoživost in 
zmožnost uravnavanja čustvenih stanj ob doživljanju stresa, saj vodi do prilagojene 
'hipoaktivnosti' HPA osi (32), negotove oblike navezanosti pa so na drugi strani povezali z 
zvišanimi vrednostmi kortizola med eksperimentalno povzročenim stresom (34). 
1.2.3 Intervju navezanosti otroka (CAI; angl. Child Attachment Interview)  
 
Gre za polstrukturiran intervju, kjer otroci in mladostniki opišejo odnos do primarnih skrbnikov. 
Sestavljen je iz 19 vprašanj in podvprašanj. Prične se s splošnimi vprašanji  o strukturi družine 
sledijo vprašanja, ki se nanašajo na otrokovo oz. mladostnikovo predstavo sebe, svojih 
primarnih skrbnikov, njegovo doživljanje konfliktov, bolezni, separacije in izgube. Na podlagi 
odgovorov lahko opišemo z navezanostjo povezane dimenzije: čustvena odprtost, ravnovesje, 
uporaba primerov, preplavljenost z jezo, preokupacija, idealizacija, odklonilnost, reševanje 
konfliktov, koherentnost in dezorganiziranost. Iz teh dimenzij lahko certificirani ocenjevalci 
določijo eno izmed oblik navezanosti - ali gre za varno ali negotovo (to še natančneje opredelijo) 
navezanost, ločeno za obliko navezanosti na mamo in na očeta (35, 36). 
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1.2.4 Oblika navezanosti, genetika in njun vpliv na razvoj SBT1  
 
Vplivi iz okolja lahko dolgoročno spremenijo delovanje HPA osi. Pri otrocih je regulacija te osi 
v veliki meri odvisna od odzivnosti skrbnikov, še posebej matere. Materinska nega pomembno 
vpliva na ublažitev otrokovega odziva na stres, saj otroci tekom najzgodnejših interakcij 
razvijejo obliko navezanosti, ki ostane relativno nespremenjena celo življenje in vpliva na razvoj 
medosebnih odnosov (37).  
Genetska predispozicija vpliva na stresni odziv v kombinaciji z okoljskimi dejavniki, kamor 
uvrščamo obliko navezanosti. V zadnjih letih so odkrili več genov, ki sodelujejo pri načinu 
stresnega odziva in pri razvoju psihopatologije, zato bomo v nadaljevanju opisali dva 
polimorfizma v regijah gena za monoamin oksidazo A (MAOA) in serotoninski transporter 
(SERT), ki sodelujeta pri centralni živčni monoaminergični nevtrotransmisiji in pri regulaciji 
HPA osi (38, 39).  
1.3 Genetski dejavniki, ki vplivajo na razvoj SBT1 
 
Polimorfizmi v določenih genih lahko v povezavi s stresorji iz okolja vplivajo na razvoj 
psiholoških motenj. Raziskanih genov je več, opisali bomo dva polimorfizma v najbolj 
raziskanih genih v povezavi z vplivi iz okolja, ki sta bila vključena v študije o tesnobi, depresiji 
in vedenjskih težavah. Gre za polimorfizma v genu MAOA, ki kodira monoamin oksidazo A, in 
v genu za serotoninski transporter SERT (40, 41). 
Najbolj izčrpne študije na področju povezave med genetiko in okoljskimi vplivi (GxE: gene-
environment correlations) so temeljile ravno na podlagi raziskovanja polimorfizma 5-HTTLPR 
(angl. serotonin-transporter-linked polymorphic region) v genu SLC6A4 v povezavi s stresnimi 
življenskimi dogodki in depresijo ter raziskovanjem variabilnosti gena MAOA in travmami v 
otroštvu ter posledičnim antisocialnim vedenjem (39, 42).  
1.3.1 Gen za monoamin oksidazo A (MAOA)  
 
Monoamin oksidaza A je encim, ki se nahaja na zunanji membrani mitohondrija (je membranski 
protein) in katalizira oksidativno deaminacijo aminov, med katere spadajo živčni prenašalci  
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(nevrotransmiterji): dopamin, noradrenalin in serotonin (43). To so hormoni, ki skupaj z 
okoljskimi dejavniki preko biokemijskih mehanizmov vplivajo na čustva, počutje in odzive 
posameznika na (stresne) dogodke. Gen MAOA, ki kodira monoamin oksidazo A, se nahaja na 
kratkem kraku (krak p) kromosoma X. Pogosto raziskan je 30 bp dolg polimorfizem VNTR 
(VNTR: variable number of tandem repeats), kjer gre za spremenljivo število tandemskih 
ponovitev, v 5' neprevajanem območju in sicer v promotorju gena (43, 44). V bazi dbSNP je 
zaveden pod oznako rs1346551029 in imenom NM_000240.3(MAOA): c.-1241_-1212 
ACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACCAGT(3_5) (45). V nadaljevanju bomo to 
spremembo naslavljali z okrajšavo VNTR 5' MAOA (spremenljivo število tandemskih ponovitev 
v 5' neprevajanem območju gena MAOA). 
Ker se gen MAOA nahaja na kromosomu X, so moški lahko le homozigoti oz. imajo le en alel 
za VNTR 5' MAOA, medtem ko so ženske lahko tudi heterozigoti. V raziskavah so dokazali, da 
so moški bolj podvrženi antisocialnemu vedenju, saj se pri ženskah izražanje manj aktivnega 
alela lahko ˝zakrije˝. Ženske so namreč lahko heterozigoti za polimorfizem in na izražanje gena 
MAOA vpliva naravna naključna inaktivacija enega od X kromosomov (46). 
Število ponovitev tega 30 bp dolgega zaporedja vpliva na učinkovitost transkripcije mRNA za 
monoamin oksisazo A (47). Med različnimi populacijami in rasami je v študijah omenjenih več 
različnih ponovitev nukleotidnega zaporedja VNTR v genu MAOA. Prvi je to ponavljajoče 
zaporedje nukleotidov v polimorfni regiji gena opisal Sabol s sodelavci leta 1998, kjer v svoji 
študiji omenja VNTR v s 3, 4 in 5 ponovitvami (okr. angl R-repeats). Z eksperimenti genske 
fuzije in transfekcije v treh različnih celičnih linijah so določili, da se alel s 4 kopijami 30-bp 
zaporedja prepisuje 2 do 10-krat bolj učinkovito kot aleli s 3 in 5 kopijami (48). Variante, 
povezane z nižjo ekspresijo gena, označujemo kot MAOA-L (angl. low), in tiste z višjo 
ekspresijo kot MAOA-H (angl. high). 
Aleli za katere je značilna višja ekspresija gena, so domnevno povezani z večjo stopnjo 
samomorov v moški populaciji, kjer je bil primarni vzrok depresija (49, 50). Poleg tega so 
postmortem rezultati pokazali povišano aktivnost monoamin oksiadze A v hipotalamusu v 
možganih žrtev samomora, pogojenega z depresijo (51). Na drugi strani pa so dokazali, da so v 
zdravi moški populaciji tisti z aleli, ki so povezani z nižjo ekspresijo gena (3R in 5R)  manj 
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agresivni in impulzivni ter bolj odzivni na hormon serotonin v CŽS kot moški z alelom 4R (51, 
52).  
Polimorfizem VNTR 5' MAOA, ki je povezan z nižjim izražanjem mRNA gena, naj bi tudi v 
povezavi z neugodnimi okoljskimi dejavniki (GxE; genes and environment) vplival na vedenje. 
Na podlagi mnogih študij (39, 40) je varianta MAOA-L v povezavi z zlorabo v otroštvu 
posameznika povezana z nasilnim in antisocialnim vedenjem (53). V študiji iz l. 2007 (54) so 
raziskovali povezavo med vplivom tega polimorfizma in stresnimi dogodki v zgodnjem otroštvu 
ter agresivnim vedenjem v zgodnjem odraslem obdobju med populacijo psihiatričnih pacientov 
in zdravih prostovoljcev ter ugotovili, da obstaja signifikantna povezava med fizično nasilnimi  
preiskovanci, ki so nosilci gena MAOA-L in imajo travmatične izkušnje iz obdobja zgodnjega 
otroštva (54). 
Vemo, da je bil dotični polimorfizem VNTR 5' MAOA že mnogokrat raziskovan v povezavi z 
vplivom na posameznikovo vedenje in duševno stanje, a je kljub temu v različnih študijah 
podanih tudi veliko nasprotujočih ugotovitev o ekspresiji gena glede na ponovitve VNTR.  
V mnogih kasnejših študijah so sledili klasifikaciji ponovitev, kot so jo določili Sabol in sod. 
(leta 1998), a je v večini najnovejših študij (najnovejša iz leta 2019) omenjena nova klasifikacija 
(54–57) in sicer: 2.5R (tega alela v prvi študiji niso opredelili), 3.5R, 4.5R in 5.5R. Razlika med 
aleli je v 15 baznih parih (bp), ki je polovica dolžine ene ponovitve in se ponovi na koncu 
zadnjega nukleotidnega zaporedja 30 bp (57), kar vidimo tudi na Sliki 1. Če predpostavljamo, 
da aleli sovpadajo s prvotnim poimenovanjem alelov 3R, 4R in 5R, predvidevamo, da sta torej 
alela 3.5R in 5.5R povezana z nižjo ekspresijo gena za monoamin oksidazo A, alel 4.5R pa z 
višjo. Opazovane frekvence najpogostejših alelov med belsko populacijo so 35-39 % in 59-63 
% za 3.5 in 4.5R, med rasami pa se frekvence alelov razlikujejo (57). 
Slika 1: Nukleotidno zaporedje polimorfizma VNTR 5' MAOA in prikaz nukleotidnega 
zaporedja ponovitev 3.5R in 4.5R. Privzeto in prirejeno po (57). 
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Referenčno nukleotidno zaporedje gena MAOA je dostopno na spletni strani baze vseh javno  
dostopnih DNA zaporedij GenBank (GenBank ID M89636) in ima 4.5 ponovitev, ne le 4 (58). 
Tudi mi bomo v magistrski nalogi v skladu z najnovejšimi študijami uporabili novo klasifikacijo 
za označevanje tega polimorfizma VNTR 5' MAOA.  
1.3.2 Polimorfizem 5-HTTLPR gena SLC6A4, ki kodira serotoninski transporter 
 
Gen SLC6A4, ki kodira serotoninski transporter, je kot gen MAOA eden izmed najbolj raziskanih 
genov v študijah povezav med geni in okoljem ter njunega vpliva na psihološko stanje 
posameznika (59). Polimorfno regijo, v promotorju gena SLC6A4, ki jo imenujejo tudi 5-
HTTLPR, so že večkrat opisali v povezavi z nevrotičnostjo, anksioznostjo in depresijo. To 
področje se ne prepiše, pomembno vlogo pa ima pri uravnavanju izražanja serotoninskega 
transporterja, saj vpliva na nivo mRNA (60). V bazi dbSNP je zaveden pod oznako rs774676466 
in imenom NM_001045.5(SLC6A4):c.-1941_-1899del (61). V nalogi bomo ta polimorfozem 
naslavljali kot 5-HTTLPR. 
Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) je nevrotransmiter, ki je vključen v fiziološke procese, 
saj regulira hranjenje, spanje in motorično aktivnost. Serotoninski transporter (SERT) je del 
membrane presinaptičnega končiča (nevrona), njegova naloga je ponovni privzem serotonina in 
prenos iz sinaptične špranje do presinaptičnega končiča. Koncentracija in učinek serotonina na 
receptorje v postsinaptični membrani sta odvisna od aktivnosti SERT. Prenos živčnih impulzov 
preko serotonergičnih nevronov vpliva na razvoj različnih oblik psihopatologije, poleg tega pa 
serotonin vpliva tudi na povezavo med živčnim in imunskim sistemom. SERT je tudi tarča za 
številne antidepresive, ki inhibirajo njegovo aktivnost, kar povzroči višjo koncentracijo 
serotonina v sinaptični špranji in s tem večjo aktivnost serotonina (59).  
Gen SLC6A4 (drugo ime: 5-hidroksitriptamin transporter 5-HTT; OMIM ID 18238) leži na 17. 
avtosomnem kromosomu. Polimorfizem 5-HTTLPR na 5' koncu regulatorne promotorske regije 
gena ima dve možni varianti alela s spremenljivim številom tandemskih ponovitev VNTR 
dolžine 21 bp. Krajši S (angl. short) alel vključuje 14 ponovitev in se razlikuje od L (angl. long) 
alela (ki vključuje 16 ponovitev) za dolžino insercije oz. delecije (indel) 44 bp, kjer gre pri S 
alelu za delecijo te dolžine v  območju 6. do 8. ponovitve – S alel je dolg 484 bp, L alel pa 528 
bp. S in L alel se posledično razlikujeta tudi v učinkovitosti transkripcije gena za SERT (62). 
 12 
 
Dokazali so, da SERT pri homozigotih za L/L genotip signifikantno hitreje oz. bolj učinkovito 
odstrani serotonin iz sinaptične špranje kot pri ljudeh z genotipom S/S ali S/L. Gen SLC6A4 je 
bil med prvimi geni, ki so jih preiskovali v povezavi s tesnobo in nevrotično osebnostjo pri 
posameznikih (59). 
Meta-analiza, v katero so vključili 54 študij in 40749 ljudi je pokazala, da vpliv stresnih 
dogodkov statistično značilno vpliva na povezavo med S/S genotipom in povečanim tveganjem 
za razvoj depresije pri posameznikih (63). V kasnejših študijah so podrobneje opisali še 
polimorfizem posameznega nukleotida (SNP: angl. single nucleotid polymorphism) rs25531, 
ker je funkcijsko povezan s 5-HTTLPR (64). 
Sprememba rs25531 A/G, ki se nahaja v variabilni regiji 5-HTTLPR, je substitutcija A v G. Ta 
sprememba razdeli L alel na še dve funkcionalno različni varianti, LA in LG (65, 66). Nahaja se 
na 10. poziciji po elementu ε zaporedja VNTR (določeno glede na izsledke študije Wendlanda 
in sod. (65) in je na Sliki 2 označen z rdečo barvo. Varianta LG naj bi bila fiziološko enaka S 
alelu 5-HTTLPR glede učinkovitosti trankripcije. Pri homozigotih za alela S/S ali LG/LG je 
posledično sinteza mRNA za SERT upočasnjena, prav tako je počasnejši privzem serotonina 
(67). Kratka varianta alela 5-HTTLPR posredno vpliva na zmanjšano hitrost oz. zmožnost 
prilagajanja serotoninskih nevronov na (stresno) situacijo (68).  
Slika 2: Prikaz zaporedja variant S in L polimorfizma 5-HTTLPR skupaj s polimorfizmom posameznega 
nukleotida (SNP) rs25531 A/G. Elementi, ki so označeni z gršimi črkami (ε,θ,η ...) so zaporedja 21 bp, 
ki se ponavljajo v tej polimorfni regiji. Privzeto in prirejeno po (66).  
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2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Namen magistrske naloge je raziskovanje povezave med variabilnostjo genov MAOA, ki kodira 
monoamin oksidazo A, in SLC6A4, ki kodira serotoninski transporter, ter negotovo obliko 
navezanosti in razvojem SBT1. Želimo ugotoviti, ali morda negotova oblika navezanosti v 
kombinaciji z genotipi, ki so povezani z nižjo učinkovitostjo transkripcije genov MAOA in  in 
SLC6A4, vpliva na razvoj SBT1 v okviru beta-celične ˝stresne˝ hipoteze.  
Cilji 
 Analiza prisotnosti izbranih sprememb v genih MAOA in SLC6A4 bolnikov s SBT1 in 
zdravih kontrolnih preiskovancev . 
 Pregled baze podatkov in izbor demografskih podatkov preiskovancev in podatkov o 
obliki navezanosti na starša. 
 Primerjava eksperimentalnih in kliničnih podatkov bolnikov s SBT1 in zdravih 
kontrolnih preiskovancev.  
Hipoteze 
 Med testno (bolniki s SBT1) (TS) in kontrolno skupino (KS) preiskovancev obstaja 
statistično značilna razlika v pogostosti vsaj 1 od genotipov, ki so povezani z nižjo 
učinkovitostjo transkripcije genov MAOA (varianta 3.5/3.5R polimorfizma VNTR 5' 
MAO) in  SLC6A4 (varianti S/S oz. LG/LG polimorfizma 5-HTTLPR), in sicer so te 
variante pogosteje prisotne pri bolnikih s SBT1. 
 Med TS in KS preiskovancev obstaja statistično značilna razlika v frekvenci negotove 
(in nadalje dezorganizirane negotove) oblike navezanosti na vsaj enega od staršev v 
primerjavi z varno obliko navezanosti, in sicer je ta pogostejša v TS. 
 Negotova oblika navezanosti v kombinaciji z genotipi, ki so povezani z nižjo 
učinkovitostjo transkripcije genov MAOA in  in SLC6A4, vpliva na razvoj SBT1.  
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3. METODE 
 
Bolniki s SBT1 v TS in zdravi kontrolni preiskovanci v KS so bili predhodno povabljeni k 
sodelovanju k raziskavi v sklopu raziskovalnega programa P3-0343: Etiologija, zgodnje 
odkrivanje in zdravljenje bolezni pri otrocih in mladostnikih, ki ga vodi prof. dr. Tadej Battelino. 
V primeru da so podali soglasje k raziskavi, je bil s strani usposobljenega raziskovalca opravljen 
intervju z namenom ovrednotenja oblike navezanosti na starša, hkrati so bili ob intervjujih o 
navezanosti KS odvzeti brisi bukalne sluznice za izolacijo DNA. DNA TS je bila pridobljena iz 
banke vzorcev DNA genetskega laboratorija Pediatrične klinike UKC Ljubljana. Raziskavo je 
odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko pri Ministrstvu za zdravje 16. 8. 
2013 (06/08/13) in je bila prijavljena na spletni strani ClinicalTrials.gov (NCT02575001). 
 
Demografske podatke o spolu in starosti ter podatke o obliki navezanosti na starše vseh 
preiskovancev smo pridobili iz baze raziskave »Vpliv psihobioloških dejavnikov tveganja na 
otroke in mladostnike s sladkorno boleznijo tipa 1« (»The Influence of Psychobiological 
Adversity to Children and Adolescents With Type 1 Diabetes«), kjer so zbrani odgovori 
preiskovancev o opravljenih intervjujih, ki so jih izvedli usposobljeni raziskovalci. 
  
V raziskavo so bili vključeni 101 pediatrični bolniki s SBT1 (TS) in 106 zdravih kontrolnih 
preiskovancev (KS). Za vse preiskovance smo določili prisotnost izbranih sprememb v genih 
MAOA in SCL6A4. Vzorci izolirane DNA iz periferne krvi bolnikov s SBT1 so bili že predhodno 
izolirani in hranjeni v banki vzorcev DNA v genetskem laboratoriju na Pediatrični kliniki. DNA 
kontrolnih vzorcev smo pridobili in izolirali iz brisov bukalne sluznice. 
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3.1 Genetska analiza variant v genih MAOA in SCL6A4 
 
3.1.1 Priprava vzorcev 
 
Vzorci zdravih kontrolnih preiskovancev 
Osamitev DNA iz brisa bukalne sluznice 
Vzorce brisov smo pred izolacijo hranili pri -70°C. Za izolacijo smo uporabili reagenčni 
komplet QIAamp® DNA Mini Kit proizvajalca Qiagen®. Komplet temelji na izolaciji 
genomske DNA z uporabo mikrocentrifugirke, ki vsebuje membrano iz silikagela za očiščenje 
nukleinske kisline. Delno smo vzorce izolirali ročno z uporabo mikrocentrifuge, delno pa smo 
za izolacijo uporabili avtomatiziran sistem QIAcube proizvajalca Qiagen®.  
 
Reagenti in kemikalije 
- pufer PBS,  
- Qiagen proteaza, 
- lizirni pufer AL, 
- pufer za spiranje AW1, 
- pufer za spiranje AW2, 
- pufer za končno shranjevanje AE, 
- 100% etanol. 
 
Instrumenti in oprema 
- 1,5 mL sterilne mikrocentrifugirke (Eppendorf), 
- 2 mL sterilne zbiralne mikrocentrifurgirke (QIAamp Mini spin column) z zbiralno 
kolono iz silikagela, 
- Gilson pipete (100 in 1000 µL) in sterilni nastavki za pipete, 
- vibracijski mešalnik (Maxi Mix II, Thermolyne), 
- mikrocentrifuga Eppendorf MiniSpin Plus, 
- inkubator Eppendorf™ Thermomixer™ R, 
- spektrofotometer DeNovix ® DS-11 FX+. 
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Delovni postopek 
Bris smo prenesli v 1,5 mL mikrocentrifugirko. Dodali smo 400 µL pufra PBS, 20 µl proteaze 
Qiagen in 400 µL pufra AL. Inkubirali smo v inkubatorju pri 56°C s stresanjem pri 700 rpm 10 
min. Nato smo dodali 400 µL 100% etanola, vorteksirali ter centrifugirali. Pri avtomatizirani 
izvedbi smo nato vstavili vzorce v avtomatiziran sistem QIAcube. Preverili smo pravilno 
postavitev pufrov in nastavkov za pipete v sistemu. Pri ročni izvedbi pa smo nadalje sledili 
protokolu. Odpipetirali smo do 700 µL mešanice v 2 mL zbiralne mikrocentrifugirke z zbiralno 
kolono in centrifugirali pri 8000 rpm 1 min. Zbiralno kolono smo nato prenesli v novo 
mikrocentrifugirko ter zavrgli prejšnjo, ki je vsebovala filtrat. Zopet smo odpipetirali največ 700 
µL preostale mešanice v mikrocentrifugirko z zbiralno kolono, dodali 500 µL pufra AW1 ter 
centrifugirali 1 min. Ponovno smo prenesli zbiralno kolono v novo mikrocentrifugirko in zavrgli 
tisto s filtratom.  V to smo dodali 500 µL pufra AW2 in centrifugirali pri hitrosti 14000 rpm 3 
min. Na koncu smo še enkrat prestavili zbiralno kolono v zbiralno mikrocentrifugirko in 
centrifugirali pri 14000 rpm 1 min. Po tem smo zavrgli filtrat in zbiralno kolono prestavili v 1,5 
mL sterilno mikrocentrifugirko ter dodali 150 µL eluirnega pufra AE in inkubirali pri sobni 
temperaturi 1 min ter centrifugirali pri 8000 rpm 1 min in s tem povečali končno koncentracijo 
DNA. Vzorce smo do nadaljne analize hranili v zamrzovalniku pri -20°C. 
Za merjenje koncentracije in čistosti DNA po izolaciji vzorcev smo uporabili spektrofotometer 
DeNovix ® DS-11 FX+, ki poda podatke o absorbanci pri valovni dolžini 260 nm, kar 
uporabimo kot merilo skupne koncentracije DNA v raztopini. Pri valovni dolžini 280 nm imajo 
maksimum absorpcije UV svetlobe proteini, torej nam razmerje A260/A280 pove čistost DNA 
oziroma prisotnost kontaminacije DNA vzorca– željeno razmerje je 1,7 - 2,0. 
Organske baze v molekuli DNA imajo absorpcijski maksimum pri 260 nm. Čistost smo 
preverjali z absorbanco pri 230, 260 in 280 nm. Če gre za čisto raztopino dvoverižne DNA, je 
razmerje A260/A280 enako 1,8. Če so prisotni proteini ali fenoli, dobimo nižjo vrednost, če je 
prisotna RNA pa višjo, 2,0 in več.  
Vzorci bolnikov s SBT1 
 
Vzorci DNA bolnikov s SBT1 so bili izolirani iz periferne krvi odvzete z antikoagulantom 
EDTA ob rednih kontrolnih pregledih in so shranjeni v banki vzorcev DNA, ki jih hranijo na 
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Kliničnem inštitutu za specialno laboratorijsko diagnostiko Pediatrične klinike. Hranjeni so bili 
v hladilniku pri +4°C. Za bolnike, ki so bili vključeni v raziskavo, smo poiskali vzorce DNA ter 
podatke o koncentraciji in čistosti DNA in vzorce redčili z ultra čisto vodo na končno 
koncentracijo 100 ng/µL.  
3.1.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR)  
 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR; Polymerase Chain Reaction) je metoda, s katero hitro 
pomnožimo odseke DNA z encimom DNA-polimeraza, ki sintetizira komplementarno verigo 
obstoječi matrici. V reakcijski zmesi imamo osnovni fragment dvoverižne DNA in dva začetna 
nukleotida oz. primerja, ki se komplementarno prilegata vsak na en konec fragmenta in tako 
omejita območje, ki ga želimo pomnožiti. Poleg tega so v zmesi še DNA polimeraza, vsi 
deoksiribonukleozid-trifosfati (dNTP-ji) in pufer za optimalno delovanje encima.  
Reakcija verižne polimerizacije, ki poteka na PCR aparaturi, je sestavljena iz treh korakov: 
denaturacija pri 94 - 96°C (ločitev verig dvoverižne DNA), prileganje začetnih oligonukleotidov 
pri 55-65°C in podaljševanje verige DNA, kjer DNA polimeraza podaljšuje obe novo-
nastajajoči verigi pri temperaturi 72°C v smeri 5' proti 3' koncu matrice . Po koncu zadnjega 
cikla se še dodatno podaljšajo verige, ki se niso dokončno izgradile med posameznimi cikli, 
nato pa sledi hlajenje pri 10°C. Gre za ciklično reakcijo, ki se ponovi 20 do 40-krat.  
Reagenti in kemikalije 
- vzorec DNA (vzorce izolirane DNA diabetikov smo redčili z vodo na končno koncentracijo 
100 ng/µl, pri vzorcih zdravih kontrol pa smo zaradi nižjih koncentracij DNA uporabili 
neredčene vzorce in večji volumen vzorca DNA – 5 µL namesto 1 µL): 
 
Za izračun volumna DNA in vode pri redčenju uporabimo Enačbo 1:  
Enačba 1: 
𝑉1 =
𝑐2𝑥 𝑉2
𝑐1
 
V1 ... volumen izhodnega vzorca DNA 
c1 ... koncentracija vzorca DNA, izmerjena spektrofotometrično 
c2 ... končna koncentracija redčenega vzorca DNA (100 ng/µL) 
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V2 ... volumen redčenega vzorca DNA (50 µL), 
 
- delovna raztopina smernih in protismernih oligonukleotidnih začetnikov s koncentracijo 10 
pmol/μL (Integrated DNA Technologies IDT): 
10 µl izvorne raztopine smo dodali 90 µL vode in označene alikvote hranili v 1,5 mL 
mikrocentrifugirkah v zamrzovalniku pri -20°C, 
- GoTaq® Master Mix (Promega): 
Vsebuje encim GoTaq® G2 DNA polimerazo, deoksiribonukleotide (dNTP-je), MgCl2 in 
reakcijske pufre v optimalnih koncentracijah za pomnoževanje DNA, 
- voda brez prisotnih nukleaz. 
 
Instrumenti in oprema 
- 1,5 mL sterilne mikrocentrifugirke (Eppendorf), 
- pipete Gilson (10, 20, 100, 200 μL) in ustrezni sterilni nastavki za pipete, 
- nosilci za vzorce in podstavki za nosilce (Applied Biosystems), 
- reakcijske epruvete 0,2 mL (Applied Biosystems) in pripadajoči pokrovčki (Applied 
- Biosystems), 
- vibracijski mešalnik (Maxi Mix II, Termolyne), 
- komora za sterilno delo, 
- aparat za PCR GeneAmp® PCR System 9700 ali SimpliAmpTM Thermal Cycler (Applied 
Biosystems). 
 
3.1.3  PCR reakcija za pomnoževanje polimorfne regije gena MAOA 
 
Delovni postopek 
Vse reagente smo vzeli iz zamrzovalnika, jih odtalili ter na kratko premešali. Najprej smo z 
etanolom razkužili sterilno komoro in instrumente ter prižgali PCR aparat. V 1,5 mL 
centrifugirke smo dodali vodo brez prisotnih nukleaz, GoTaq® Master Mix ter delovni raztopini 
oligonukleotidnih začetnikov F in R. Reakcijsko mešanico (19 µL za vzorce iz TS in 15 µL za 
vzorce iz KS) smo odpipetirali v 0,2 mL reakcijske epruvete, ki smo jih predhodno postavili na 
označen nosilec (datum, oznaka variante gena, številke vzorcev)  ter na koncu v vsako epruveto 
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dodali še 1 µL (TS) oz. 5 µL (KS) vzorca DNA, razen v zadnjo epruveto s slepim vzorcem. 
Celotno shemo priprave reakcijske mešanice in volumnov za pripravo PCR reakcije vidimo v 
Preglednici I, nukleotidno zaporedje začetnih oligonukleotiov F in R v Preglednici II ter 
optimizirane pogoje za PCR reakcijo v Preglednici III. Epruvete smo zaprli s pripomočkom za 
zapiranje reakcijskih epruvet, celoten nosilec z njimi na kratko premešali ter centrifugirali, da 
smo se znebili morebitnih kapljic na pokrovčkih. 
Preglednica I: Reakcijska mešanica za PCR reakcijo pomnoževanja odseka gena MAOA 
Reakcijska 
mešanica za 
PCR 
Volumni (µL) za 1 
PCR reakcijo  
KS 
Volumni (µL) za 1 
PCR reakcijo  
TS 
Master mix 10 10 
Voda 3 7 
Primer F 1 1 
Primer R 1 1 
DNA 5 1 
Skupaj 20 20 
 
Preglednica II: Nukleotidno zaporedje začetnih nukleotidov, uporabljenih v reakciji PCR za 
pomnoževanje polimorfne regije gena MAOA. 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'→3' Dolžina pomnožene 
regije (št. baznih parov) 
MAO A F ACAGCCTGACCGTGGAGAAG  
324 
MAO A R GAACGGACGCTCCATTCGGA 
 
Preglednica III: Optimizirani pogoji PCR reakcije, s katero smo pomnožili odsek gena MAOA. 
 Začetna denaturacija 95°C, 2' 
 
35x 
Denaturacija 95°C, 30'' 
Prileganje začetnikov 58°C, 30'' 
Podaljševanje verige 72°C, 30'' 
 Končno podaljševanje 72°C, 10' 
 Hlajenje 10°C, ∞ 
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3.1.4 PCR reakcija za pomnoževanje polimorfizma 5-HTTLPR v serotoninskem 
transporterju  
 
Delovni postopek 
Izvedba postopka pomnoževanja s PCR reakcijo je bila enaka kot pri pomnoževanju odseka v 
promotorju gena MAOA, seveda smo uporabili oligonukleotidne začetnike specifične za regijo, 
kjer se nahaja polimorfizem 5-HTTLPR, poleg tega pa smo po PCR reakciji izvedli še metodo 
restrikcije tega odseka gena SLC6A4 z encimom HpaII.  
Za pomnoževanje DNA vzorcev diabetikov smo v 1,5 mL mikrocentrifugirko dodali reagente 
in DNA po enaki shemi kot je prikazana zgoraj, le da smo količinsko prilagodili volumen 
uporabljene DNA; za vzorce diabetikov smo potrebovali 0,5 µl DNA, za vzorce kontrol pa 5 µl. 
Shemo priprave reakcijske mešanice in volumnov za pripravo PCR reakcije vidimo v 
Preglednici IV, nukleotidno zaporedje začetnih oligonukleotiov F in R v Preglednici V ter 
optimizirane pogoje za PCR reakcijo v Preglednici VI. 
Preglednica IV: Reakcijska mešanica za PCR reakcijo pomnoževanja odseka gena SLC6A4. 
 
 
 
 
 
 
 
Preglednica V: Nukleotidno zaporedje začetnih nukleotidov, uporabljenih v reakciji PCR za 
pomnoževanje polimorfne regije v genu SLC6A4. 
 
Reakcijska 
mešanica za PCR 
Volumni (µl) za 1 
PCR reakcijo KS 
 
Volumni (µl) za 1 
PCR reakcijo  
TS 
Master mix 10 10 
Voda 3 7,5 
Primer F 1 1 
Primer R 1 1 
DNA 5 0,5 
Skupaj 20 20 
 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'→3' Dolžina 
pomnožene 
regije (št. 
baznih parov) 
5-HTTLPR F CAGCAACTCCCTGTACCCCTCCTAGGATC  
322 
5-HTTLPR R GATGCGGGGGAATACTGGTAGGGTGC 
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Preglednica VI: Optimizirani pogoji PCR reakcije, s katero smo pomnožili odsek gena 
SLC6A4. 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.5 Agarozna gelska elektroforeza za preverjanje dolžin fragmentov 
 
Agarozna gelska elektroforeza je metoda za ločevanje DNA fragmentov v velikosti 100 bp – 25 
kb. Agaroza je izolirana iz vrste alge in sestoji iz L- in D-galaktoze. Med tvorbo gela se agarozni 
polimeri nekovalentno premrežijo. Višji delež oz. odstotek agaroze pomeni bolj premrežen gel, 
kar pomeni, da lahko ločujemo manjše fragmente (69). 
Metodo agarozne gelske elektroforeze uporabljamo za ločevanje in detekcijo odsekov 
nukleinskih kislin; ti so negativno nabiti in v električnem polju potujejo proti pozitivno nabitem 
polu. Hitrost potovanja je odvisna od dolžine fragmenta; krajši fragmenti potujejo hitreje.  
Reagenti in kemikalije 
- TRIS (Sigma-Aldrich), 
- borova kislina (Kemika), 
- EDTA, pH 8 (Riedel), 
- agaroza (Sigma-Aldrich), 
- barvilo Syber Safe DNA gel stain (Invitrogen), 
- velikostni standard oz. lestvica DNA (GelPilot 50 bp Ladder – Qiagen in Quick-
Load® Purple 100 bp DNA Ladder, 
- destilirana voda. 
 
 Začetna denaturacija 95°C, 2' 
 
30x 
Denaturacija 95°C, 30'' 
Prileganje začetnikov 65°C, 30'' 
Podaljševanje verige 72°C, 30'' 
 Končno podaljševanje 72°C, 10' 
 Hlajenje 10°C, ∞ 
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Pufer 10x TBE smo pripravili tako, da smo v 1 L čašo zatehtali 108 g TRIS baze in 55 g borove 
kisline, dodali 40 mL 0,5 M EDTA in dolili destilirano vodo do oznake ter premešali s pomočjo 
magnetnega mešala. 1x TBE pufer smo nato pripravili z redčenjem: 100 mL 10x TBE pufra in 
900 mL destilirane vode.  
Za pripravo 2% agaroznega gela smo v erlenmajerici natehtali 1,6 g agaroze, dolili 80 mL 1x 
TBE pufra in 8 µL barvila Syber Safe, dobro premešali ter raztopili agarozo v mikrovalovni 
pečici dvakrat po 1 minuto. Dolili smo destilirano vodo, da je bila teža enaka tisti pred 
segrevanjem in gel mešali z magnetom na mešalniku, da se je ohladil na približno 60°C. Gel 
smo previdno vlili v kalup z vstavljenimi glavnički in počakali, da se je strdil. Glavničke smo 
odstranili in gel shranili v hladilnik na 4°C ali pa smo ga takoj uporabili za elektroforezo.  
Instrumenti in oprema 
- pipete Gilson (10, 100, 200 in 1000 μL) in ustrezni sterilni nastavki za pipete, 
- tehtnica (Sartorius TE6101), 
- erlenmajerica, 
- urno steklo, 
- merilni valj, 
- mikrovalovna pečica Sharp R-939,  
- magnetni mešalec Rotamix S-10 (Tehtnica), 
- 0,2 mL reakcijske epruvete (Applied Biosystems), 
- sistem za agarozno gelsko elektroforezo (Biorad), 
- transluminator G:Box Syngene. 
Delovni postopek 
Po zaključeni PCR reakciji smo 2% agarozni gel potopili v 1x TBE pufer, ki smo ga nalili v 
kadičko za elektroforezo. Vzorce po 10 µL smo nanesli v žepke agaroznega gela, poleg tega 
smo nanesli še velikostni standard GelPilot® 50 bp za določanje velikosti oziroma dolžine 
zaporedja odseka DNA. Elektroforeza je tekla 30 minut pri napetosti 90 V, nato pa smo gel 
fotografirali v transluminatorju z UV lučjo, pri čemer smo detektirali lise oz. dolžine 
fragmentov.  
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3.1.6 Restrikcija pomnoženega odseka gena SLC6A4 z encimom HpaII 
 
Po preverjanju dolžin pomnoženih odsekov polimorfne regije 5-HTTLPR v promotorju gena 
SLC6A4 z agarozno gelsko elektroforezo smo preverili še prisotnost spremembe rs25531, saj ta 
dodatno prispeva h genetski variabilnosti in skupaj z dolžino alela v promotorski regiji 5-
HTTLPR vpliva na izražanje gena SLC6A4.  
Za preverjanje te spremembe smo uporabili Invitrogen™Anza™ sistem, ki vsebuje restrikcijski 
encim HpaII. To je encim, ki na specifičnih mestih cepi molekulo DNA (prikazano na sliki 3) 
in ga pridobivajo iz bakterij vrste Haemophilus parainfluenzae. Pri spremembi rs25531 gre za 
menjavo nukleotida A v G (NG_011747.2:g.3609A>G, dostopno na spletni strani baze 
podatkov o polimorfizmih posameznega nukleotida dbSNP (70).  
Restrikcijski encim HpaII  razreže polimorfni fragment regije 5-HTTLPR le v primeru, da je na 
mestu SNP-a rs25531 prisoten gvanin, kar lahko vidimo na Sliki 3. 
 
 
 
Reagenti in kemikalije: 
- pufer Anza™ 10X Red Buffer,  
- restrikcijski encim Anza™ HpaII, 
- odseki gena SLC6A4 diabetikov in kontrol,  predhodno pomnoženi s PCR.  
Instrumenti in oprema 
- 1,5 mL sterilne mikrocentrifugirke (Eppendorf), 
- pipete Gilson (10, 20, 100, 200 μL) in ustrezni sterilni nastavki za pipete, 
- nosilci za vzorce in podstavki za nosilce (Applied Biosystems), 
- reakcijske epruvete 0,2 mL (Applied Biosystems) in pripadajoči pokrovčki (Applied 
Biosystems), 
- vibracijski mešalnik (Maxi Mix II, Termolyne), 
- komora za sterilno delo, 
Slika 3: Prikaz mesta restrikcije z encimom HpaII. 
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- aparat za PCR GeneAmp® PCR System 9700 ali SimpliAmpTM Thermal Cycler 
(Applied Biosystems). 
 
Delovni postopek 
Najprej smo vzeli pufer iz zamrzovalnika, da se je odtalil, nato smo v 0,2 mL reakcijske epruvete 
prenesli 8,5 µL PCR produktov vzorcev iz TS in KS. V ločeno 1,5 mL sterilno 
mikrocentrifugirko smo dodali potrebno količino pufra Anza™ 10X Red Buffer ter direktno iz 
skrinje dodali še restrikcijski encim Anza™ HpaII (ta namreč ob segrevanju denaturira, saj je 
po strukturi protein in že ob rahlem segrevanju izgubi učinkovitost). Preglednica VII prikazuje 
pripravo reakcijske mešanice za restrikcijo z encimom HpaII. Mešanico encima v pufru smo 
nato dodali v vsako reakcijsko epruveto ter pokrili s pokrovčki. Program za restrikcijo smo 
nastavili na aparatu za PCR, potekala je 20 minut pri 37 °C.  
Preglednica VII: Reakcijska mešanica za restrikcijo odseka gena SLC6A4 z encimom HpaII. 
 
 
 
 
 
 
3.1.7   Sekvenciranje po Sangerju 
 
Z metodo sekvenciranja po Sangerju določamo nukleotidno zaporedje v preiskovanem odseku 
DNA. Gre za dideoksi metodo, kjer se na matrično enoverižno DNA najprej veže začetni 
oligonukleotid, ki omogoči začetek reakcije oziroma polimerizacijo. Bistvo metode je, da se v 
verigo DNA vgradijo modificirani nukleotidi – dideoksinukleotidi (ddNTP), ki zaustavijo 
nadaljno izgradnjo verige, saj so brez 3'OH skupine na deoksiribozi. Različni ddNTP-ji so na 3' 
koncu označeni s 4 različnimi barvili (odvisno za katero organsko dušikovo bazo gre: adenin, 
timin, citozin ali gvanin), vsako flourescira pri drugi valovni dolžini. Zmes vseh možnih dolžin 
Reagent Volumen (µL) za eno 
encimsko reakcijo 
Anza™ 10X Red Buffer  1 
Encim Anza™ HpaII 0,5 
Odsek gena SLC6A4, pomnožen s PCR 8,5 
Skupaj 10 
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DNA fragmentov po sekvenčni reakciji vstavimo v analizator oziroma sekvenator, ki temelji na 
metodi kapilarne elektroforeze. Del vzorca DNA gre pod vplivom električnega polja v kapilaro, 
ki je napolnjena s polimerom, fragmenti se elektroforetsko ločijo glede na velikost. Fragment 
določene dolžine doseže okence detektorja na kapilari in z laserjem se osvetli barvilo na 3' koncu 
ddNTP, ki fluorescira. Detektor zazna emitirano fluorescenco, rezultati se interpretirajo na 
podlagi valovne dolžine in intenzitete fluorescence. Rezultat take analize imenujemo 
elektroferogram. 
Reagenti in kemikalije 
- oligonukleotidni začetnik F ali R za varianti v genih MAOA in SLC6A4, redčeni na 
koncentracijo 10 pmoL/µL, 
- Exo-SAP-IT (Affymetrix), 
- Big-DyeTerminator v3.1 (Thermo Fischer Scientific), 
- Big-DyeTerminator v3.1 v 5X pufer (Thermo Fischer Scientific), 
- deionizirana voda (dH2O). 
Instrumenti in oprema 
- 1,5 mL sterilne mikrocentrifugirne epruvete, 
- pipete Gilson (10, 100, 200 in 1000 µL) in ustrezni nastavki za pipete, 
- nosilci za vzorce in podstavki za nosilce (Applied Biosystems), 
- reakcijske epruvete 0,2 mL (Applied Biosystems) in pripadajoči pokrovčki (Applied 
Biosystems), 
- vibracijski mešalnik (Maxi Mix II, Termolyne), 
- komora za sterilno delo, 
- aparat za PCR SimpliAmp® Thermal Cycler (Applied Biosystems), 
- genetski analizator ABI PRISM® 3500 (Applied biosystems), 
- centrifuga Universal 320R (Hettich). 
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Delovni postopek 
Exo-SAP-IT reakcija 
Na delovni list smo si najprej napisali vrstni red reakcij. V vsako reakcijske epruvete smo dodali 
po 1 µL encima Exo-SAP-IT (omogoči čiščenje PCR produkta – hidrolizira odvečne, 
nespecifične primerje in nukleotide) in 2,5 µL produkta PCR reakcije. Vse skupaj smo premešali 
in na kratko centrifugirali ter inkubirali po shemi, prikazani v Preglednici VIII. 
Preglednica VIII: Pogoji inkubacije po dodatku encima Exo-SAP-IT. 
Exo-SAP-IT Čas Temperatura 
Inkubacija 15 min 37°C 
Deaktivacija encima 15 min 80°C 
 ∞ 10°C 
 
Sekvenčna reakcija 
V epruveto, ki vsebuje Big Dye reagent s fluorescenčnimi barvili, smo dodali 292,5 µL vode. K 
reakcijski mešanici encima in PCR produkta, ki je znašal 3,5 µL, smo dodali 16,5 µL BDT z 
vodo in primerjem  – tako naredimo v primeru, da delamo serijo reakcij na plošči z enakim 
primerjem; shema sekvenčne reakcije je prikazana v Preglednici IX. 
Preglednica IX: Sekvenčna reakcija za več reakcij, kjer uporabimo isti primer 
 96 x (količina luknjic 
na 1 nosilcu) 
Big Dye reagent + 
voda 
16,2 
µL 
1555,2 µL 
Ustrezen primer (na 
primer MAO A F) 
0,3 
µL 
28,8 µL 
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Ploščo z reakcijskimi epruvetami smo premešali in na kratko centrifugirali, nato pa jo pomnožili  
v PCR aparatu po postopku, opisanem v Preglednici X. 
Preglednica X: Temperaturni profil sekvenčne reakcije. 
 Sekvenčna reakcija  
Začetna denaturacija Denaturacija 96°C, 1' 
 
25 X 
Prileganje primerja 96°C, 10'' 
Podaljševanje verige 50°C, 5'' 
Podaljševanje verige 60°C, 4' 
 Hlajenje 4°C, ∞ 
 
Po končani sekvenčni reakciji smo nosilce z vzorci hranili v skrinji pri -20°C do etanolne 
precipitacije.  
Etanolno obarjanje  
Pred analizo je bilo potrebno odstraniti nevgrajene ddNTP v sekvenčni reakciji, saj vgrajeno 
barvilo v njih vpliva na kakovost začetnega dela elektroferograma in prepoznavanja 
nukleotidov. Odstranili smo jih z obarjanjem s 3 M natrijevim acetatom in spiranjem s 70 % 
etanolom. 
Reagenti in kemikalije 
- 100 % in 70 % etanol, 
- 3 M natrijev acetat, 
- formamid (Applied Biosystems). 
Instrumenti in oprema 
- 1,5 mL sterilne mikrocentrifugirne epruvete, 
- pipete Gilson (10, 100, 200 in 1000 µL) in ustrezni nastavki za pipete, 
- vibracijski mešalnik (Maxi Mix II, Termolyne), 
- centrifuga Universal 320R (Hettich). 
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Delovni postopek 
V vse reakcijske epruvete s produkti sekvenčne reakcije smo dodali  52 µL mešanice 100 % 
etanola in 3 M natrijevega acetata. Vzorce smo dobro premešali ter 10 minut inkubirali na ledu. 
Po inkubaciji smo nosilec s sekvenčnim reakcijami centrifugirali 45 minut pri 3990 rpm. Da 
smo se znebili supernatanta, smo epruvete odprli, jih obrnili na staničevino in ponovno 
centrifugirali 1 minuto pri 500 rpm. V vsako epruveto smo odpipetirali 70 μL 70 % etanola in 
centrifugiramo pri istih pogojih, 45 minut pri 3990 rpm. Oborjeno sekvenčno reakcijo 10 minut 
smo sušili pri sobni temperaturi in jo shranili pri -20 °C ali pa smo jo pripravili za kapilarno 
elektroforezo tako, da smo jo raztopili v 20 μL formamida in denaturirali v aparatu za PCR 
pomoževanje (5 minut na 95 °C).  
 
3.1.8  Analiza fragmentov DNA s kapilarno elektroforezo na analizatorju ABI 3500 
 
Pri analizi fragmentov z analizatorjem ABI 3500 gre za ciklično sekvenciranje s pomočjo 
fluorescenčnih barvil in je nadgradnja Sangerjevega dideoksi sekvenciranja. Temelji na principu 
kapilarne elektroforeze, omogoča ločbo in detekcijo vseh posameznih fragmentov in določanje 
nukleotidnega zaporedja odseka, ki nas zanima. 
Fragmenti tekom sekvenciranja v analizatorju potujejo do kapilare kot posledica 
elektrokinetskega tlačnega injiciranja. Pod vplivom visoke napetosti v reakcijski pufrski 
mešanici potujejo negativno nabiti fragmenti v kapilare, ki so napolnjene s separacisjkim 
polimerom in se ločijo glede na velikost. Fragmente ki so ločeni po velikosti, presvetli laserski 
žarek, tik preden ti dosežejo pozitivno elektrodo in povzroči, da barvila na fragmentih 
fluorescirajo. Analizator zazna fluorescenco in program analizatorja pretvori fluorescenčni 
signal v digitalno obliko podatkov in jih zapiše v obliki .ab1. Ker vsako barvilo emitira svetlobo 
pri drugi valovni dolžini, lahko zaznamo vse štiri baze (A=adenin, T=timin, G=gvanin, 
C=citozin) in je detekcija na nukleotid natančna. Z računalniškim programom Sequencing 
analysis Software 5.4 (Applied Biosystems) smo analizirali dobljene podatke oziroma 
elektroferograme, kjer so vrhovi za vsako bazo obarvani s specifično barvo, zato je zaporedje 
lahko berljivo (71).  
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3.1.9 Interpretacija sprememb v genih MAOA in SLC6A4 
 
Za analizo in interpretacijo sprememb v genih MAOA in SLC6A4 smo uporabili program 
BLAST (angl. basic local alignment search tool), ki je prosto dostopen na spletu. Temelji na 
algoritmu, ki primerja informacije referenčnih zaporedij bioloških molekul v različnih živalskih 
vrstah, na primer zaporedja nukleotidov v molekuli DNA pri človeku. Zaporedje fragmenta 
DNA ki nas zanima, primerjamo z referenčnim zaporedjem in tako prepoznamo odstopanja. V 
primeu gena MAOA je bilo to referenčno genomsko zaporedje z oznako NC_000023.11 v bazi 
GenBank referenčnih sekvenc (72). Variante sprememb, ki so nas zanimale in so potencialno 
efektivne, smo že predhodno poiskali v literaturi na spletni strani iskalnika PubMed.  
3.1.10 Dodatno preverjanje odseka gena MAOA s kapilarno gelsko elektroforezo na 
čipu 
 
Osnovi princip elektroforeze na čipu temelji na tradicionalni gelski elektroforezi, ki je 
prilagojena na velikost čipa. S tem se močno zmanjša čas ločevanja, hkrati pa tudi volumen 
porabljenega vzorca in reagentov. Uporabili smo sistem Agilent 2100, ki omogoča 
avtomatizirano določanje dolžin DNA (tudi RNA in proteinov) in kvantifikacijo. Na čipu so 
luknjice za vzorec in standardno lestvico (ladder). Med pripravljanjem čipa v vsako luknjico 
nanesemo tudi polimer, ki je namenjen ločevanju in deluje kot sito, enako kot agaroza pri 
standardni gelski elektroforezi. Ko napolnimo vse luknjice na čipu, ta deluje kot tokokrog in 
nabite molekule DNA potujejo pod vplivom napetnostnega gradienta. Molekule se ločijo v 
polimeru po velikosti, glede na razmerje masa/naboj, torej manjše molekule potujejo hitreje kot 
velike. Detekcija temelji na lasersko vzbujeni fluorescenci, tako da se molekule barvila 
interkalirajo v DNA. Podatke o dolžini fragmentov vidimo kot lise (kot pri običajni gelski 
elektroforezi) in v obliki elektroferogramov. S pomočjo standardne lestvice fragmentov DNA 
lahko določimo dolžino fragmentov molekule DNA, ki nas zanima (73). 
Reagenti in kemikalije 
- koncentrat barvila, 
- matriks (gel), 
- označevalec velikosti DNA (marker), 
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- lestvica fragmentov DNA (ladder), 
- izolirana DNA kontrolnih vzorcev, 
- deionizirana voda (dH2O). 
Instrumenti in oprema 
- 1,5 mL sterilne mikrocentrifugirne epruvete, 
- pipete Gilson (10, 100, 200 in 1000 µL) in ustrezni nastavki za pipete, 
- vibracijski mešalnik (Maxi Mix II, Termolyne), 
- Agilent DNA 1000 čip (Agilent Technologies), 
- postaja za pripravo čipa in zatič z injektorjem (Agilent Technologies), 
- mešalnik IKA® chip vortex mixer, 
- analizator Agilent 2100 Bioanalyzer.  
Delovni postopek 
Najprej smo na sobni temperaturi ekvilibrirali koncentrat barvila in matriks (gel). 25 µL barvila 
smo dodali v mikrocentrifugirko z gelom ter vorteksirali in nato centrifugirali pri 4000 rpm za 
15 minut. Pustili smo, da se je mešanica ekvilibrirala pol ure na sobni temperaturi. Agilent DNA 
1000 čip smo vstavili na postajo za pripravo čipa in pipetirali 9 µL mešanice barvila in gela do 
dna v določeno luknjico, zatem pa zaprli ˝postajo˝ nad čipom. Še prej smo preverili, da je bat 
injektorja nameščen na 1 mL in ga pritisnili do konca, dokler nismo slišali klika. Počakali smo  
natanko 60 s in nato spustili zatič, po tem počakali še 5 s in nato bat povlekli nazaj na pozicijo 
1 mL, odprli postajo za pripravo čipa ter pipetirali 9 µL mešanice barvila in gela  v dve luknjici 
na čipu. 5 µL označevalca velikosti DNA (angl. marker) smo dodali v vse ostale luknjice, v 
točno določeno luknjico pa smo nato dodali še 1 µL lestvice fragmentov DNA (angl. ladder). 
Na enem čipu smo lahko analizirali 12 s PCR pomnoženih odsekov gena MAOA. Pipetirali smo 
po 1 µL vzorca, ki smo ga predhodno redčili z deionizirano vodo v razmerju 1:10. Čip smo nato 
na mešalniku IKA® chip vortex mixer stresali 1 min pri 2400 rpm ter ga vstavili v analizator 
Agilent 2100 Bioanalyzer v roku petih minut in zagnali program za analizo (2100 Bioanalyzer 
Expert Software) (74). 
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3.2 STATISTIČNA ANALIZA 
 
Demografske podatke o spolu in starosti ter podatke o obliki navezanosti na starše 
preiskovancev smo pridobili iz baze, kjer so zbrani podatki intervjujev preiskovancev in 
njihovih staršev, ki so jih izvedli raziskovalci. Za vsakega preiskovanca smo statistično obdelali 
še rezultate genetskih analiz variant v genih za MAOA in SLC6A4. Vse informacije smo uredili 
v bazo podatkov s pomočjo programske opreme Microsoft Office Excel 2016.  
Za statistično obdelavo podatkov in analizo smo uporabili program SPSS, verzijo 22 (IBM® 
SPSS® Statistics 22 software).  
3.2.1 Analiza numerične spremenljivke  
 
Analizirali smo starost kot numerično spremenljivko in preverili normalnost porazdelitve 
spremenljivke s testom Shapiro-Wilk in si postavili hipotezi pri stopnji tveganja oz. kritični meji 
α = 0,05. Velja, da pri p > α sprejmemo ničelno hipotezo, pri p < α pa zavrnemo ničelno in 
sprejmemo alternativno hipotezo. 
H0 (ničelna hipoteza): Spremenljivka se porazdeljuje normalno. 
Ha (alternativna hipoteza): Spremenljivka se ne porazdeljuje normalno.  
Starost, ki je numerična spremenljivka, ki se ne porazdeljuje normalno, bomo predstavili z 
mediano in kvartilnim razponom. 
3.2.2 Analiza kategoričnih spremenljivk 
 
V programu SPSS smo najprej izračunali frekvence vseh kategoričnih spremenljivk za TS in 
KS. Za analizo vsake od teh spremenljivk: spola, oblike navezanosti na vsakega od staršev 
(varna ali negotova ter dezorganizirana oblika navezanosti) in genetskih variant polimorfnih 
regij v genih za MAOA in SLC6A4 smo uporabili test hi-kvadrat in tako preverili razlike v 
frekvencah spremenljivk med TS in KS.  
Preverili smo Pearsonov koeficient korelacije p in vrednost opredelili glede na izbrano stopnjo 
tveganja (α = 0,05) in predpostavili hipotezi:  
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H0: Frekvenca spremenljivke (npr. ena od variant alelov v polimorfni regiji v genu MAOA) je 
enaka v TS in KS. 
Ha: Frekvenca spremenljivke ni enaka v TS in KS.  
 
Za genotipe obeh polimorfizmov v genih MAOA in SLC6A4 smo preverili, ali sta v Hardy-
Weinbergovem (HW) ravnotežju s pomočjo HW enačbe, ki je dostopna na spletu (75). Uporabili 
smo test hi-hvadrat za preverjanje dobljenih frekvenc treh genotipov vsakega polimorfizma z 
opazovanimi frekvencami. HW ravnotežje pomeni, da je razmerje (ob naključnem 
prerazporejanju in kombiniranju ob oploditvi) med pogostostjo oz. frekvenco alelov in 
genotipov v populaciji konstantno skozi čas (med generacijami) (76).  
3.2.3 Multivariabilna logistična regresija 
 
Z modelom multivariabilne logistične regresije smo želeli še dodatno preveriti, kako vse 
spremenljivke hkrati vplivajo na nastanek SBT1. V model smo vnesli spremenljivke: spol, 
starost preiskovanca, oblika navezanosti na starša: oblika navezanosti na mamo (kategoriji varna 
in negotova) ter dezorganizirana oblika navezanosti na mamo (kategoriji dezorganizirana oblika 
navezanosti in ostale oblike navezanosti), oblika navezanosti na očeta (kategoriji varna in 
negotova) ter dezorganizirana oblika navezanosti na očeta (kategoriji dezorganizirana oblika 
navezanosti in ostale oblike navezanosti), genotipi polimorfizma v genu MAOA in genotipi 
polimorfizma 5-HTTLPR (v genu SLC6A4), ob upoštevanju SNP-a rs25531. 
Model logistične regresije nam poda tudi razmerje obetov (RO) za vsako posamezno 
spremenljivko in je približno enako relativnemu tveganju za razvoj bolezni, v našem primeru 
SBT1. V okviru 95 % intervala zaupanja bomo podali vrednosti RO za vse spremenljivke.  
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
V raziskavo smo vključili 207 otrok in mladostnikov, od tega 101 bolnikov s SBT1 (TS) in 106 
zdravih preiskovancev (KS).  
V TS je bilo vključenih 51 (50,5 %) fantov in 50 (49,5 %) deklet. Povprečna starost ob snemanju 
intervjuja naveznosti na starša in ob pridobitvi vzorca za genetsko analizo je bila 11,8 let, 
najmlajši otroci so bili stari 8 in najstarejši 15 let.  
V KS je bilo vključenih 46 fantov (43,4 %) in 60 deklet (56,6 %). Povprečna starost v KS je bila 
11,7 let, kjer je bila najnižja starost prav tako 8 in najvišja 15 let.  
4.1 Interpretacija rezultatov genetskih analiz sprememb v genih MAOA in 
SLC6A4 
 
4.1.1 Spremenljivo število tandemskih ponovitev v promotorski regiji gena MAOA 
(VNTR 5' MAOA) 
 
Varianto VNTR 5' MAOA smo preverjali tako, da smo s PCR reakcijo pomnožili odsek, kjer se 
nahaja, dolžine odsekov pa smo pregledali z metodo agarozne gelske elektroforeze in tudi s 
sekvenciranjem po Sangerju. Nekaj vzorcev smo za dodatno potrditev pregledali s kapilarno 
gelsko elektroforezo na čipu. 
Na Sliki 4 so prikazani primeri genotipov VNTR 5' MAOA na 2 % agaroznem gelu. Velikostna 
lestvica DNA se nahaja na skrajni levi, sledi 12 vzorcev diabetikov in slepa kontrola (S) – 
deionizirana voda. Slika je bila zajeta in obdelana s programom Syngene GeneSnap.  Vzorec 1 
je moški hemizigot s 4.5 ponovitvami VNTR (4.5R/Y), prav tako vzorci 4, 5 in 8, ki so 
preiskovanci moškega spola z genotipom 4.5R/Y oz. ženske z genotipom 4.5/4.5R.  Vzorec 2 
ima krajši odsek in je prav tako hemizigot, vendar s 3.5 ponovitvami VNTR (3.5R/Y), enako 
sta vzorca 11 in 12 hemizigota 3.5R/Y oz. sta homozigota 3.5R/3.5R (ženski spol). Vzorec 3 in 
vzorci 6, 7, 9 in 10 so sestavljeni heterozigoti in imajo na enem alelu 3.5 ponovitve VNTR, na 
drugem pa 4.5 ponovitev (3.5R/4.5R). 
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Ponovitve VNTR 5' MAOA, ki smo jih ocenili z elektroforezo, smo preverili in potrdili s 
sekvenciranjem po Sangerju. To je bilo še posebej pomembno v primeru, ko je bil preiskovanec 
heterozigot za dve različni ponovitvi, kar je oteževalo interpretacijo rezultatov na agarozni 
elektroforezi. Metoda sekvenciranja po Sangerju je namreč primernejša za natančnejšo 
določitev ponovitev in s tem za dodatno preverjanje dolžine oz. ponovitev polimorfizma VNTR.  
Za primerjavo rezultatov sekvenciranja po Sangerju z rezultati dolžine lis vzorcev z agaroznega 
gela na Sliki 4 so na Slikah 5, 6 in 7 prikazani isti vzorci, torej vzorci 1, 2 in 3. Rezultate 
sekvenciranja po Sangerju smo obdelali s programom BioEdit 7.2 
(https://bioedit.software.informer.com/7.2/). Iz elektroferograma vzorca 1 na Sliki 5 je 
razvidno, da gre za vzorec s 4.5 ponovitvami VNTR (4.5R/Y) v genu MAOA. Razvidno je, da 
se zaporedje 30 baznih parov (bp) ponovi 4.5-krat in sovpada z dolžino fragmenta vzorca 1 na 
agaroznem gelu po elektroforezi na Sliki 4. 
Pri vzorcu 2 na sliki 6 je razvidno, da se zaporedje 30 bp ponovi 3.5-krat (3.5R/Y) in da gre 
torej za hemizigota za krajše zaporedje (MAO A-L), kar je skladno z rezultati agarozne 
elektroforeze na Sliki 4, kjer je prisoten krajši odsek.  
Glede na porazdelitev vrhov signalov posameznih baz (A, T, G in C) pri vzorcih 1 in 2 in ker 
gre za preiskovanca moškega spola sklepamo, da gre za hemizigota, saj so vrhovi za vsako bazo 
po kapilarni elektroforezi visoki in jasno ločeni, na vsakem mestu je prisoten en signal in le 
malo ozadja oz. šuma (angl. background noise). 
Slika 4: Rezultat 2% agarozne elektroforeze odseka gena MAOA. 
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Pri vzorcu 3 smo že z metodo agarozne gelske elektroforeze na Sliki 4 ugotovili, da gre verjetno 
za heterozigotno stanje. To je razvidno tudi na elektroferogramu po Sangerjevem sekvenciranju, 
kjer sta proti koncu zaporedja na istih položajih prisotni dve zaporedji, naloženi druga na drugo. 
Vsako zaporedje predstavlja en alel z določenim številom ponovitev. Heterozigotno stanje je iz 
elektroferograma razvidno kljub temu, da je prisotno kar nekaj ozadja. Vzorec je heterozigot za 
ponovitvi 3.5 in 4.5 ponovitev (3.5R/4.5R) in gre za osebo ženskega spola. 
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Slika 6: Elektroferogram vzorca 3, ki je heterozigot, in ima na enem alelu prisotne 3.5 ponovitve 30 bp zaporedja v polimorfni 
regiji promotorja gena MAOA, na drugem alelu pa 4.5  (3.5 R/4.5 R). 
Slika 7: Elektroferogram vzorca 2, ki ima prisotne 3.5 ponovitve 30 bp zaporedja v polimorfni regiji promotorja gena 
MAOA.  
Slika 5: Elektroferogram sekvenciranja po Sangerju vzorca  1, ki ima prisotne 4.5 ponovitve 30 bp zaporedja v polimorfni regiji 
promotorja gena MAOA.  
 37 
 
Poleg agarozne gelske elektroforeze in sekvenciranja po Sangerju smo se odločili še za dodatno 
analizo, predvsem zaradi lažje interpretacije vzorcev heterozigotov 3.5R/4.5R, ki je bila otežena 
v primeru močnega ozadja pri sekvenciranju po Sangerju. Uporabili smo metodo kapilarne 
gelske elektroforeze na čipu. Med drugim smo preverili tudi zgoraj opisane vzorce 1, 2 in 3, ki 
so bili tudi nadaljna referenca za vse druge vzorce, ki jih nismo preverili še s to tretjo metodo, 
saj so zajeli vse tri možne ponovitve VNTR 5' MAOA: 3.5 ponovitve, 4.5 ponovitve ter 
heterozigotno stanje s 3.5 in 4.5 ponovitvami.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 8: Izpis elektroferogramov kapilarne gelske elektroforeze na čipu 
vzorcev 1, 2 in 3 (od zgoraj navzdol). 
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Na Sliki 8, ki so rezultat kapilarne gelske elektroforeze na čipu, so razvidni vrhovi pri 
posameznem vzrocu, iz katerega sklepamo na število ponovitev VNTR 5'  MAOA. Vzorec 1 ima 
prisoten en odsek in je hemizigot za 4.5 ponovitev, vzorec 2 ima prisoten krajši odsek in je 
hemizigot za 3.5 ponovitve. Vzorec 3 ima prisotna dva odseka in je  heterozigot za ponovitvi 
3.5 in 4.5. Rezultati sovpadajo z rezultati predhodnih analiz z metodama agarozne gelske 
elektroforeze in sekvenciranja po Sangerju.  
4.1.2 Genetska analiza polimorfizma 5-HTTLPR v genu za serotoninski transporter 
 
Dolžino polimorfizma v genu SLC6A4 smo analizirali tako, da smo pomnožili tarčni odsek DNA 
z metodo PCR in nato ločevali odseke z agarozno elektroforezo. Za spremembe rs25531 smo 
izvedli še restrikcijo z encimom HpaII in ponovno analizirali dolžine restrikcijskih fragmentov 
z metodo agarozne gelske elektroforeze. Slike gelov (Slika 9) smo zajeli z UV 
transluminatorjem.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 9: Možni genotipi za polimorfizem 5-HTTLPR. Rezultat prikazuje s PCR 
pomnožene odseke preiskovancev 1 do 13  pred in po restrikciji z encimom HpaII. 
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Dolžine fragmentov po restrikciji z encimom HpaII so bile na agaroznem gelu pri kontrolnih 
vzorcih slabše vidne, saj smo DNA izolirali iz vzorcev ustne sluznice. Zato sta bila izkoristek 
in koncentracija DNA pri teh vzorcih precej nizka, hkrati pa je bilo prisotnih več nečistoč v 
primerjavi z vzorci DNA diabetikov, ki smo jih pridobili iz periferne krvi. Za potrditev 
rezultatov smo zato uporabili še metodo sekvenciranja po Sangerju, ki je natančnejša in 
omogoča tudi določanje prisotnosti točkovne spremembe rs25531, čeprav nam že restrikcija z 
encimom HpaII in pregled slike na agaroznem gelu pove, ali je sprememba pristotna. Če je 
prisoten gvanin namesto adenina, encim HpaII razreže fragment in je po restrikciji na 
elektroforezi viden dodaten krajši odsek. 
 
 
 
 
 
  
 
Na elektroferogramu na Sliki 11 vidimo primerjavo prisotnosti in odsotnosti spremembe 
rs25531.  Na levi strani gre za heterozigota za zaporedje LA/SG ali SG/LA – za določitev za katero 
od teh genotipov gre, smo pregledali še odseke na agaroznem gelu po restrikciji z encimom 
HpaII. Na Sliki 9 vidimo, da gre pri primeru številka 3 z leve za genotip LG/SA, ker je po 
restrikciji vidno na gelu, da je encim razrezal daljši (LG) fragment. Pri primeru 7 pa gre za 
genotip LA/SG, saj je encim razgradil krajši fragment. Pomembno je, da določimo, ali gre za alel 
LA ali LG, saj je LG manj efektiven alel pri transkripciji gena SLC6A4. 
  
Slika 10: Izsek iz dveh elektroferogramov: primerjava 
heterozigota za rs25531 A/G (na levi) in homozigota A/A. 
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4.2 Interpretacija statistične analize 
 
Shapiro-Wilkov test za preverjanje normalnosti numerične spremenljivke nam je podal vrednost 
p < α (p < 0,001). Sprejeli smo alternativno hipotezo, torej da spremenljivka ne izhaja iz 
normalne porazdelitve in izvedli še neparametrični Mann-Whitneyev U test, ki predpostavlja, 
da je porazdelitev srednjih vrednosti starosti otrok enaka v obeh neodvisnih vzorcih, v TS in 
KS. Tu velja: 
H0: Srednji vrednosti sta enaki v obeh neodvisnih vzorcih. 
Ha: Srednji vrednosti nista enaki v obeh neodvisnih vzorcih.  
Izbrana stopnja tveganja je bila α = 0,05. Test nam je podal vrednost p=0,651, torej je p > α in 
lahko sprejmemo ničelno hipotezo, kar pomeni, da med skupinama ni značilne razlike v starosti. 
To smo pričakovali, saj smo preiskovance izbrali tako, da sta bili KS in TS čimbolj demografsko 
primerljivi. 
Na Sliki 11 vidimo, da je mediana starosti preiskovancev v KS in TS 12 let (aritmetična sredina 
starosti v KS je 11,7 let, v TS pa 11,8 let) in da je interkvartilni razpon v KS 3 leta (10 do 13 
let), v TS pa 4 leta (10 do 14 let). Variacijski razmik je 7 let, najmlajši preiskovanci so stari 8, 
najstarejši pa 15 let.  
 
 
 
Slika 11: Kvartilni diagram prikaza starosti preiskovancev v 
KS in TS. 
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Iz Preglednice XI lahko razberemo, da ni statistično značilnih razlik v frekvencah spremenljivk 
med TS in KS. Na grafu (Slika 12) (in tudi v Preglednici XI) vidimo, da je v KS nekoliko več 
preiskovancev ženskega spola, medtem ko je v TS skoraj enako število oseb ženskega in 
moškega spola.    
Preglednica XI: Primerjava frekvenc kategoričnih spremenljivk med TS in KS in rezultati hi-
kvadrat  testa. 
Kategorična 
spremenljivka 
Izid 
Diabetiki 
(TS) 
N (%) 
Kontrolni 
vzorci (KS) 
N (%) 
Pearsonov 
koeficient 
p (test hi-
kvadrat) 
Spol 
Ženska (N=110) 50 (49,5 %) 60 (56,6 %) 
0,306 
Moški (N=97) 51 (50,5 %) 46 (43,4 %) 
Genotipi 
polimorfizma  
5-HTTLPR in 
rs25531 
S/S (N=42) 19 (18,8 %) 23 (21,7 %) 
0,870 S/L (N=112) 56 (55,5 %) 56 (52,8 %) 
L/L (N=53) 26 (25,7 %) 27 (25,5 %) 
Ni manjkajočih vrednosti  
Genotipi 
polimorfizmov v 
genu MAOA  
3.5R/3.5R (N=60) 32 (31,7 %) 28 (26,4 %) 
0,664 3.5R/4.5R (N=49) 22 (21,8 %) 27 (25,5 %) 
4.5R/4.5R (N=98) 47 (46,5 %) 51 (48,1 %) 
Ni manjkajočih vrednosti  
Oblika 
navezanosti na 
mamo 
Varna oblika 
navezanosti 
(N=124) 
65 (65,7 %) 59 (55,7 %) 
0,143 
Negotova oblika  
navezanosti 
(N=81) 
34 (34,3 %) 47 (44,3 %) 
Manjkajoče vrednosti: 2 0  
Dezorganizirana 
in druge oblike 
navezanosti na 
mamo  
Dezorganizirana 
oblika 
navezanosti 
(N=29) 
11 (11,1 %) 18 (17 %) 
0,228 
Druge oblike 
navezanosti 
(N=176) 
88 (88,9 %) 88 (83 %) 
Manjkajoče vrednosti: 2 0  
Oblika 
navezanosti na 
očeta 
Varna oblika 
navezanosti 
(N=112) 
60 (61,2 %) 52 (50 %) 
0,109 
Negotova oblika 
navezanosti 
(N=90) 
38 (38,8 %) 52 (50 %) 
Manjkajoče vrednosti: 3 2  
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Razlike v frekvencah alelov analiziranih polimorfizmov genov MAOA in SLC6A4 niso bile 
značilno različne med obema skupinama. Frekvenca genotipa 3.5R/3.5R, ki naj bi bil povezan 
z manjšo učinkovitostjo transkripcije gena MAOA, je sicer nekoliko višja v TS, a v našem 
primeru pogostost alelov v genu MAOA med skupinama ni značilno različna (p=0,664). 
 
 
 
 
 
 
Dezorganizirana 
in druge oblike 
navezanosti na 
očeta 
Dezorganizirana 
oblika 
navezanosti 
(N=33) 
15 (15,3 %) 18 (17,3 %) 
 
 
 
0,701 
Druge oblike  
navezanosti 
(N=169) 
83 (84,7 %) 86 (82,7 %) 
Manjkajoče vrednosti: 3 2  
Slika 12: Grafični prikaz podatkov o spolu preiskovancev. 
Slika 13: Grafični prikaz porazdelitve frekvenc genotipov v polimorfni regiji gena MAOA. 
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Še manj očitne razlike so v pogostosti alelov v polimorfni regiji 5-HTTLPR gena za serotoninski 
transporter. Na Sliki 14 je prikaz v obliki vseh šestih variant genotipov, na Sliki 15 pa združene 
variante v tri možne genotipe. Preiskovance z S/LG in LG/LG genotipi smo prišteli med S/S 
genotip, saj je LG alel funkcijsko (glede na učinkovitost transkripcije gena za SERT) enako 
učinkovit kot S. LG/LA genotip smo iz istega razloga pridužili v skupino preiskovancev z S/LA 
genotipom. 
 
S pomočjo HW formule smo preverili, ali so genotipi obeh polimorfizmov v HW ravnotežju.  
Za genotipe polimorfizma 5-HTTLPR (S/S, S/L in L/L) v genu smo dobili vrednost p=0,220, 
kar pomeni, da so frekvence genotipov v HW ravnotežju (p > 0,05). Vrednost p za genotipe 
polimorfizma v genu MAOA je bila 0,000. To pomeni, da frekvence omenjenih treh genotipov 
3.5R/3.5R, 3.5R/4.5R in 4.5R/4.5R niso v HW ravnotežju. To lahko razložimo z dejstvom, da 
je približno polovica vseh preiskovancev moškega spola, gen MAOA pa se nahaja na spolnem 
kromosomu X, torej gre za X-vezano dedovanje. Moški so lahko le hemizigoti za genotipa 
3.5/3.5R in 4.5/4.5R, saj imajo na edinem alelu lahko prisotno le eno varianto ponovitev. Zato 
je v porazdelitvi frekvenc za genotipe gena za MAOA prišlo do neenakomerne porazdelitve. 
Vseeno smo želeli preveriti, ali je ženska populacija (ki zajema vse tri genotipe) v HW 
ravnotežju in dobili smo vrednost p 0,961.  
 
Sliki 14 in 15: Grafični prikaz porazdelitve genotipov polimorfizma 5-HTTLPR. Na levi prikaz 
vseh 6 možnih genotipov, na desni pa v obliki združenih genotipov, ki so klinično pomembni.  
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Vidimo, da tudi pri obliki navezanosti otrok (preiskovancev) na starša, oz. ločeno na očeta in 
mamo ni signifikantnih razlik med kontrolami in diabetiki. Večje število varno navezanih je v  
TS, česar nismo pričakovali, sicer pa razlika ni statistično značilna. Delež dezorganizirano 
navezanih otrok je v obeh skupinah precej nizek, saj jih je bilo skupno 33 od 203 preiskovancev 
dezorganizirano navezanih na očeta (16, 2% vseh preiskovancev) in 29 od 205 preiskovancev 
je bilo dezorganizirano navezanih na mamo (14, 1% vseh preiskovancev) in je skoraj enak med 
KS in TS, oz. je (neznačilno) še manj dezorganizirano navezanih oseb med TS.  
  
Sliki 16 in 16: Grafični prikaz pogostosti varne in negotove oblike navezanosti na očeta (levo) ter 
prikaz pogostosti dezorganizirane oblike navezanosti na očeta v primerjavi z drugimi oblikami 
navezanosti (desno). 
S
li
k
a 
1
5
: 
Sliki 18 in 17: Grafični prikaz pogostosti varne in negotove oblike navezanosti na mamo (levo) ter 
prikaz pogostosti dezorganizirane oblike navezanosti na mamo v primerjavi z drugimi oblikami 
navezanosti (desno). 
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Model multivariabilne logistične regresije 
Z modelom logistične regresije smo preverjali sočasni vpliv več spremenljivk in njihov vpliv na 
to, da se pri osebi razvije dogodek, torej v našem primeru SBT1. Glede na prejšnje rezultate 
izvedenih statističnih testov (hi-kvadrat), kjer ni bila frekvenca nobene spremenljivke 
signifikatno različna med KS in TS, nismo pričakovali značilnih rezultatov izvedene logistične 
regresije. V izpisu v programu SPSS je Omnibus test, ki testira pomembnost modela kot celote 
– preverja pomembnost razlik med večimi sredinami, ne vemo pa, kje te razlike obstajajo, podal 
vrednost p = 0,644. Vrednost p je večja od 0,05, torej v skladu z našimi pričakovanji lahko 
potrdimo, da sočasen vpliv spremenljivk ni značilen. Vrednost p Hosmer-Lemeshow testa je 
0,217, kar pomeni, da se vrednosti prilegajo modelu logistične regresije (vrednost p > 0,05).  
Nobena p vrednost posameznih spremenljivk ni manjša od 0,05, torej ni statistično značilnega 
vpliva posamezne spremenljivke na razvoj SBT1, kar smo pričakovali že po opravljenih testih 
hi-kvadrat za posamezne spremenljivke. Opazili smo, da spremenljivka dezorganizirane oblike 
navezanosti na mamo za štirikrat poveča tveganje za razvoj SBT1 glede na druge oblike 
navezanosti, a ta vpliv ni bil statistično značilen (p > 0,05).  
 Preglednica XII: Podatki, pridobljeni iz modela logistične regresije v programu SPSS. 
Spremenljivka p vrednost 
Razmerje 
obetov 
95 % interval 
zaupanja 
Spol  0,356 0,714 0,349-1,459 
Starost 0,286 1,081 0,937-1,248 
Genotipi polimorfizma 5-
HTTLPR in rs25531 
(referenčni genotip: L/L) 
S/S 
S/L 
0,583 0,784 0,329-1,867 
Genotipi polimorfizma v 
genu MAOA (referenčni 
genotip: 4.5R/4.5 R) 
3.5R/3.5R 
3.5R/4.5R 
0,534 1,128 0,502-2,537 
Oblika navezanosti na očeta 
(referenčna skupina: negotova 
navezanost) 
0,617 1,352 0,412-4,440 
Dezorganizirana oblika navezanosti na 
očeta (referenčna skupina: 
0,165 0,285 0,048-1,674 
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4.3 Razprava  
 
Statistična analiza, v katero smo zajeli vse spremenljivke, ki so bile vključene v naš model  s 
predpostavko, da obstaja povezava med določeno spremembo v genih za MAOA (3.5/3.5R) in 
serotoninski transporter (S/S) ter negotovo oz. dezorganizirano navezanostjo na vsaj enega od 
staršev, ni potrdila naših hipotez.  
S statističnimi testi smo namreč ugotovili, da ni statistično značilnih razlik v pogostosti genotipa 
3.5/3.5R v polimorfni regiji gena MAOA med TS in KS, je pa vendarle ta genotip bolj pogost v 
TS (Slika 13). Statistične značilnosti nismo dokazali, morda tudi zato, ker je bil vzorec 
preiskovancev številčno premajhen. Za ta genotip, ki je glede na številne študije povezan z nižjo 
učinkovitostjo transkripcije gena in posledično z nižjo učinkovitostjo monoamin oksidaze A, 
smo namreč pričakovali, da bo s statistično značilnostjo pogosteje prisoten pri bolnikih s SBT1.  
Za lažjo interpretacijo smo preiskovance z genotipom S/S ali preiskovance LG/LG s prisotno 
varianto rs25531, ki ima enak vpliv na izražanje gena kot S/S (77), združili v eno skupino. 
Pričakovali smo, da bosta ti dve varianti pogosteje prisotni v skupini diabetikov. Tudi v tem 
primeru s statistično analizo nismo dokazali statistično značilne razlike med KS in TS. 
Neugoden genotip S/S je celo nekoliko bolj prisoten v KS (Sliki 14 in 15).  
Preverili smo tudi statistično značilnost razlik v navezanosti na starša (vsaj enega od staršev) 
med preiskovanci v KS in TS. S postavljeno hipotezo smo predvidevali, da bo signifikatno več 
primerov preiskovancev, ki so navezani negotovo in/ali dezorganizirano v TS, saj je ta oblika 
navezanosti povezana z intenzivnejšim odzivom na stresne dogodke, kar bi lahko vplivalo na 
razvoj SBT1. Ugotovili smo, da ni statistično značilnih razlik v navezanosti med obema 
preiskovanci z drugimi oblikami 
navezanosti) 
Oblika navezanosti na mamo  
(referenčna skupina: negotova 
navezanost) 
0,726 1,252 0,357-4,391 
Dezorganizirana oblika navezanosti na 
mamo (referenčna skupina: 
preiskovanci z drugimi oblikami 
navezanosti) 
0,131 4,298 0,649-28,461 
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skupinama preiskovancev, niti glede navezanosti na mamo in ne na očeta. Z dodatno analizo 
logistične regresije smo ugotovili, da dezorganizirana navezanost na mamo za trikrat poveča 
možnosti za razvoj SBT1, a ti obeti niso statistično značilni (p vrednost je 0,223).  
S tem smo ovrgli vse hipoteze, ki smo jih zastavili. Vzrok za to je lahko relativno majhna 
skupina bolnikov in preiskovancev. Pri raziskavah etiologije SBT1 je verjetno, da gre za sovpliv 
različnih okoljskih in genetskih dejavnikov, ki posamezno prispevajo le majhen delež. Zato je 
za takšne raziskave verjetno ključno, da se izvedejo na velikih, dobro definiranih skupinah 
bolnikov in kontrolnih preiskovancev. 
Izvedbe genetskih analiz so bile izvedene po standardnih operativnih postopkih, ki jim sledijo 
tudi vsi zaposleni v Laboratoriju za genetiko Kliničnega inštituta za specialno laboratorijsko 
diagnostiko Pediatrične klinike. Izolacija DNA iz bukalne sluznice kontrolnih preiskovancev je 
bila izvedena po protokolu, smo pa v primerjavi z vzorci diabetikov izoliranih iz periferne krvi 
pridobili precej nižjo koncentracijo DNA. Najnižje koncentracije so bile okoli 10 ng/µL, 
medtem ko je bila koncentracija vzorcev DNA diabetikov mnogo višja in smo izolirano DNA 
redčili na enotnih 100 ng/µL. Slab izplen izolacije DNA smo pričakovali. Iz dveh brisov ustne 
sluznice, ki sta bila na voljo za posameznega kontrolnega preiskovanca, namreč nikakor ne 
moremo izolirati enake količine genomske DNA kot iz 5 mL periferne krvi. Kljub temu z 
metodo DNA pomnoževanja PCR nismo imeli večjih težav, saj smo za reakcijo uporabili 5 µL 
izoliranega vzorca (za vzorce diabetikov smo potrebovali le 1 µL izolirane DNA), reakcija 
pomoževanja fragmenta DNA je uspela za vse vzorce in lise so bile na 2 % agaroznem gelu 
jasno vidne, tako da smo tudi pri kontrolnih vzorcih zanesljivo identificirali polimorfne regije v 
obeh genih.  
Zanesljivost interpretacije genotipov smo ravno zaradi majhne količine izhodnega materiala 
preverjali še z alternativnimi metodami. Tudi z metodo Sangerjevega sekvenciranja smo lahko 
na nukleotid natančno določili zaporedje, saj so bili signali oz. vrhovi na elektroferogramu  
dovolj visoki in jasno ločeni, smo pa morali določene kontrolne vzorce analizirati večkrat, ker 
so bile pri nekaterih vzorcih prisotne nečistote (proteini in fenoli; razmerje absorbanc 
A260/A280 po izračunu meritev spektrofotometra je bilo manjše od 1,8). Če bi bile 
koncentracije izolirane DNA vzorcev kontrol še nižje in bi imeli težave pri detekciji lis po 
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pomnoževanju z metodo PCR, bi lahko uporabili tudi metodo kvanatitativnega PCR v realnem 
času (Q-PCR), ki ima višjo občutljivost, z vključitvijo standardnih vzorcev tudi ne bi bilo 
potrebno uporabiti metode agarozne gelske elektroforeze za detekcijo in identifikacijo vzorcev 
(78).  
Glede na to, da smo za genotipe za oba polimorfizma v genih MAOA in SLC6A4 uporabili dve 
metodi (PCR,  agarozna elektroforeza ter Sangerjevo sekvenciranje) in so se rezultati 
medsebojno ujemali, lahko rečemo, da so ti zanesljivi in točni.  
Za dokončno izključitev možnosti, da variante genov MAOA in  SLC6A4 vplivajo na razvoj 
SBT1 v povezavi z negotovo navezanostjo, bi lahko izvedli dodatne analize. Pomemben del 
razlage delovanja in funkcije genov, ki ga v tej magistrski nalogi nismo preučili, so epigenetske 
spremembe. Gre za spremembe v kemijski zgradbi molekule DNA, ki vplivajo na kromatinsko 
strukturo, posledično pride do sprememb v izražanju genov. Ne gre za spremembe primarne 
strukture DNA (nukleotidno zaporedje), zato jih imenujemo modifikacije (in ne mutacije). Te 
modifikacije so dedne, lahko pa se pojavijo tudi na novo (79).  
Epigenetske analize metilacijskega statusa CpG otočkov z metodo bisulfitne modifikacije v 
promotorju gena SLC6A4 (60) ter metilacijski status dveh CpG otočkov v promotorju gena 
MAOA, ki ležita vsak na eni strani 5' VNTR MAOA, bi bile informativne (80). V študiji 
metilacije serotoninskega transporterja so namreč Philibert in sod. ugotovili, da metiliran CpG 
otoček vpliva na zmanjšano ekspresijo mRNA serotoninskega transporterja, a je učinek odvisen 
tudi od genotipa polimorfizma 5-HTTLPR. Manjša ekspresija mRNA (višji nivo metilacije) je 
bila povezana z zlorabami preiskovancev v otroštvu (60,80). V kasnejši študiji so Philibert in 
sod. ugotovili še, da je tudi metilacija obeh CpG otočkov v genu MAOA povezana z nikotinsko 
in alkoholno odvisnostjo ter da obstaja trend povezave metilacije in genotipa gena MAOA pri 
ženskah, medtem ko pri moških niso ugotovili teh povezav. Eden izmed razlogov je morda v 
različni epigenetski regulaciji gena MAOA pri moških, ki so hemizigoti za ta gen (81).  
Metilacija kot epigenetska modifikacija torej vpliva na izražanje obeh genov. Problem teh 
metilacij pa je, da so zelo variabilne in časovno nestabilne – študije dvojčkov so pokazale velike 
razlike v metilaciji (81). Pri metilaciji gena MAOA pa je problematično tudi to, da je ta gen del 
kromosoma X, kar pomeni, da so lahko prisotne velike razlike med spoloma.  
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Wong in sod. so v vzdolžni raziskavi spremljali metilacijo DNA v genih SLC6A4 in MAOA pri 
46-ih enojajčnih in 45-ih dvojajčnih dvojčkih pri starosti 5 in 10 let. Ugotovili so, da so velike 
individualne razlike v metilaciji prisotne že zgodnjem otroštvu tudi med enojajčnimi dvojčki in 
da so časovno nestabilne (81). Glede na rezultate metilacije v genu SLC6A4, kjer so opazovali 
velike razlike v metilaciji pri preiskovancih pri 5-ih in 10-ih letih, lahko zaključimo, da je 
metilacija v genu SLC6A4 v veliki meri odvisna od edinstvenih okoljskih dejavnikov in 
dojemanja okolja vsakega posameznika (81).  
Pri genu MAOA so opazili velike razlike med spoloma, ker je gen na X-kromosomu in pri 
ženskah posledično pride do epigenetskega utišanja, pri moških pa ne. Pri moških preiskovancih 
so zaznali manjše interindividualne razlike v metilaciji kot pri ženskah, hkrati pa so za oba spola 
tako kot za gen SLC6A4 ugotovili časovno nestabilnost metilacije v genu MAOA (81). Časovna 
nestabilnost epigenetskih sprememb (v našem primeru metilacije) je običajna in je pogojena s 
starostjo posameznika in okoljskimi dejavniki. Izguba normalnih epigenetskih modifikacij je 
sicer mehanizem, ki lahko vpliva na nastanek bolezni (npr. vpliv na razvoj tumorja preko 
utišanja tumor supresorskih genov in aktivacije onkogenov) (82). 
Kljub zapleteni naravi epigenetskih modifikacij so te pomembne za nadaljne raziskave, ker 
vplivajo na transkripcijo mRNA in glede na kasnejše študije (83) dokazano sodelujejo v 
uravnavanju posameznikovega dojemanja in odzivanja na okolje ter so povezava med 
negativnimi okoljskimi vplivi in biološkim sistemom.  
Za nadaljne epigenetske raziskave bi bili vzorci periferne krvi primerni, tudi v večini dosedanjih 
študij epigenetikih modifikacij so uporabili vzorce izolirane DNA iz polne krvi preiskovancev. 
Prednost pri teh vzorcih v primerjavi z vzorci bukalne sluznice je večja količina pridobljenega 
genetskega materiala in predvsem malo nečistoč – pri vzorcih bukalne sluznice imamo lahko 
prisotno tudi bakterijsko DNA in več epitelijskih celic (84). 
V nadaljnih raziskavah bi lahko opredelili še dodatne spremembe v genih MAOA in SLC6A4  in 
analizirali še več genov, ki so povezani z odzivom na stres in razvojem psihopatologij. Primer 
je receptor za kortikotropin sproščujoči hormon (CRHR) in FK506 vezujoči protein (FKBP5), 
ki sta udeležena pri uravnavanju HPA osi. 
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Glede na to, da se preiskovanci v TS in KS med seboj niso signifikantno razlikovali v obliki 
navezanosti na starša, bi lahko v statistično analizo vključili še kakšen kazalnik odziva na stres 
in psihološkega stanja posameznikov. Zanimivo je namreč, da smo pri navezanosti na oba starša 
ugotovili, da so (sicer ni statistično značilne razlike, pa vendar) preiskovanci iz KS v večji meri 
navezani negotovo ali/in dezorganizirano. To bi lahko pripisali dejstvu, da smo v tej raziskavi 
ugotavljali trenutno stanje oz. obliko navezanosti na starša, ne pa stanja pred pojavom bolezni 
SBT1. Navezanost se ob ustrezni psihološki podpori tudi spreminja (izboljša); pri preiskovancih 
v TS se je morda oblika navezanosti tekom zdravljenja SBT1 spremenila, saj imajo ti bolniki 
veliko pomoči in podpore s strani Pediatrične klinike v Ljubljani (otrokom in mladostnikom s 
SBT1 ter njihovim družinam zagotavljajo 24-urni telefonski dostop do zdravnika, družinske in 
individualne terapije, psihološko pomoč, letno 14-dnevno kolonijo otrok s SBT1). To idejo 
lahko podpremo tudi z izvedeno študijo (85) med slovenskimi mladostniki s SBT1 in zdravimi, 
kjer so raziskovali tvegano vedenje in stopnjo samomorilnosti in samopoškodovanja brez 
samomorilnega namena. Ugotovili so, da je med kontrolnimi preiskovanci več samomorilnosti 
in samopoškodovanja kot pri mladostnikih s SBT1 s Pediatrične klinike; tudi v tej študiji so 
strokovnjaki domnevali, da je vzrok za te razlike v podpori zdravnikov diabetologov in 
psihologov s Pediatrične klinike ter v bolj zdravem načinu življenja otrok in mladostnikov s 
SBT1 (85). 
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5. SKLEPI 
 
Namen magistrske naloge je bil raziskovanje povezave med variabilnostjo gena MAOA, ki 
kodira monoamin oksidazo A, in gena SLC6A4, ki kodira serotoninski transporter, negotovo in 
dezorganizirano obliko navezanosti ter razvojem SBT1. Pri tem smo prišli do naslednjih 
zaključkov: 
 Izolacija DNA vzorcev kontrolnih preiskovancev je bila uspešna, saj smo z metodo PCR 
pomnoževanja in agarozne gelske elektroforeze detektirali lise odsekov polimorfizmov na 2 
% agaroznem gelu za vse vzorce.  
 
 Porazdelitev po spolu je v skupinah približno enaka (Pearsonov koeficient > 0,05), spol kot 
kategorična spremenljivka nima signifikantnega vpliva na nastanek SBT1 (glede na p-
vrednost v modelu logistične regresije, ki je tudi > 0,05). Mediana starosti preiskovancev je 
bila v obeh skupinah 12 let, najmlajši je bil star 8 in najstarejši 15 let, tudi tu ni statistično 
signifikantnih razlik med skupinama. To smo pričakovali, saj smo preiskovance v obeh 
skupinah izbrali tako, da so bili določene in primerljive starosti. 
 
 Statistična analiza prisotnosti polimorfizmov v genih MAOA in SLC6A4 je pokazala, da se 
prisotnost variant ni signifikantno razlikovala med skupinama. Sklepamo, da noben genotip 
ni značilen za TS. S tem smo ovrgli hipotezo, da med TS in KS obstaja statistično značilna 
razlika v pogostosti vsaj 1 od analiziranih genotipov, ki so povezani z nižjo učinkovitostjo 
transkripcije genov MAOA in SLC6A4. 
 
 V pogostosti oblike navezanosti na starša med diabetiki in kontrolnimi preiskovanci ni bilo 
statistično značilnih razlik. S tem smo ovrgli tudi drugo hipotezo, da je med TS in KS 
preiskovancev statistično značilna razlika v frekvenci negotove ali dezorganizirane oblike 
navezanosti na vsaj enega od staršev. 
 
 Z modelom logistične regresije nismo dokazali sovpliva analiziranih spremenljivk na 
prisotnost SBT1in s tem ovrgli tudi tretjo hipotezo.  
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Za dokončno izključitev možnosti, da variante genov MAOA in SLC6A4 vplivajo na razvoj 
SBT1 v povezavi z negotovo navezanostjo bi lahko izvedli dodatne analize. Te bi lahko 
vključevale analize večjega števila genov, ki so poleg MAOA in SLC6A4 ključni pri odzivu na 
stres in razvoju različnih psiholoških motenj ali vpliva epigenetskih modifikacij genov MAOA 
in SLC6A4. Poleg navezanosti na starša bi s pomočjo strokovnjakov s področja mladostniške in 
otroške psihiatrije lahko vključili še podatke o travmatičnih dogodkih v zgodnjem otroštvu, ter 
obliki navezanosti staršev, ki dolgoročno vplivajo na delovanje HPA osi in posledično na 
posameznikov odziv na stres. Tako bi morda prišli bližje odgovoru na to, kako povezava 
mikrookolja posameznika in odziva na stres ter specifični genotipi genov, vključenih v tak 
odziv, vplivajo na razvoj SBT1. Ta povezava ni pomembna le za ugotavljanje vzroka te bolezni, 
ampak v veliki meri vpliva tudi na prognozo in urejenost bolezni, zato je zagotovo pomembno 
področje raziskav tudi v prihodnje.  
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